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DESCRIPCIÓN

Complejos de proteínas de citomegalovirus

La presente solicitud reivindica la prioridad de la Solicitud Provisional de Estados Unidos n.º 61/668.975, presentada 
el 6 de julio de 2012 y de la Solicitud Provisional de Estados Unidos n.º 61/770.257 presentada el 27 de febrero de 
2013.5

Campo técnico

La presente invención es en el campo de la vacunación contra el citomegalovirus humano (HCMV), y en particular, el 
aislamiento del complejo gH/gL/pUL128/pUL130/pUL131A pentamérico purificado, y su uso posterior en vacunas.

Técnica anterior

Citomegalovirus (CMV) es un género de virus que pertenece a la familia vírica conocida como Herpesviridae o virus 10
del herpes. La especie que infecta a los seres humanos se conoce comúnmente como HCMV o virus del herpes-5 
humano (HHV-5). Entre los Herpesviridae, HCMV pertenece a la subfamilia Betaherpesvirinae, que incluye también 
citomegalovirus de otros mamíferos.

Aunque pueden encontrarse en todo el cuerpo, las infecciones por HCMV se asocian frecuentemente con las glándulas 
salivales. HCMV infecta entre el 50 % y el 80 % de adultos en los Estados Unidos (40 % en todo el mundo), como se 15
indica por la presencia de anticuerpos en gran parte de la población general. La infección por HCMV suele pasar 
desapercibida en personas sanas, pero puede poner en riesgo la vida de las personas inmunocomprometidas, tales 
como las personas infectadas por VIH, receptores de trasplantes de órganos, o bebés recién nacidos (Mocarski, Shenk 
y Pass 2006). HCMV es el virus transmitido con más frecuencia a un feto en desarrollo. Tras la infección, HCMV tiene 
la capacidad de permanecer latente en el cuerpo durante toda la vida del hospedador, con reactivaciones ocasionales 20
por la latencia.

HCMV parece tener un gran impacto sobre los parámetros inmunitarios en el periodo final de la vida y puede contribuir 
a una morbilidad aumentada y a una eventual mortalidad (Simanek, y col. (2011)).

Hasta la fecha, se han secuenciado los genomas de aproximadamente 20 cepas de HCMV diferentes, incluyendo las 
cepas procedentes de laboratorio y de aislados clínicos. Por ejemplo, se han secuenciado las siguientes cepas de 25
HCMV: Towne (GI:239909366), AD169 (GI:219879600), Toledo (GI:290564358) y Merlin (GI:155573956). HCMV 
cepas AD169, Towne y Merlin se pueden obtener de la American Type Culture Collection (ATCC VR538, ATCC VR977 
y ATCC VR1590, respectivamente).

HCMV contiene un número desconocido de complejos de proteínas de membrana. De las aproximadamente 30 
glicoproteínas víricas en la envoltura vírica, gH y gL han emergido como particularmente interesantes debido a su 30
presencia en varios complejos diferentes: gH/gL dimérico, gH/gL/gO trimérico (conocido también como el complejo 
gCIII) y el gH/gL/pUL128/pUL130/pUL131A pentamérico (la última proteína se denomina también pUL131). Se cree 
que HCMV utiliza los complejos pentaméricos para entrar en las células epiteliales y endoteliales mediante endocitosis 
y fusión dependiente de pH bajo, pero se piensa que los fibroblastos entran mediante fusión directa en la membrana 
plasmática en un proceso que implica gH/gL o posiblemente gH/gL/gO. El(los) complejo(s) gH/gL y/o gH/gL/gO es/son 35
suficiente(s) para la infección de fibroblastos, mientras que se necesita el complejo pentamérico para infectar las 
células endoteliales y epiteliales (Ryckman, Rainish, y col. 2008).

Genini y col. (2011) desvelan una respuesta de anticuerpo sérico al complejo pentamérico de HCMV en infecciones 
de HCMV primarias y reactivadas. La respuesta se determinó mediante inmunofluorescencia indirecta (IFA) y ELISA, 
usando células epiteliales fijas o lisadas (ARPE-19) infectadas con uno o más vectores adenovíricos, transportando 40
cada uno un gen HCMV y, en paralelo, con un vector adenovírico del control. Se determinó la especificidad de los 
resultados mediante la reactividad de anticuerpos monoclonales neutralizantes humanos que reconocían dos, tres, o 
cuatro proteínas del complejo. En 14 casos de infección primaria, se detectó de forma consistente la seroconversión 
de un anticuerpo IgG a los productos génicos UL128-131 detectados en 2-4 semanas tras el inicio de la infección, 
mientras que los anticuerpos persistieron durante al menos 12 meses. La respuesta del anticuerpo IgG a los productos 45
génicos UL128-131 fue generalmente superior a la respuesta a gH y pareció seguir a la respuesta del anticuerpo 
neutralizante (como se determinó en células epiteliales). En infecciones reactivadas, la respuesta del anticuerpo 
mostró una tendencia reminiscente de una respuesta reforzadora. Se detectaron anticuerpos IgG en controles de 
adultos sanos seropositivos para HCMV, pero no en individuos seronegativos para HCMV.

Kinzler y col. (2002) gH, gL, y gO coexpresados en células de insecto utilizando un baculovirus recombinante, pero 50
fueron incapaces de producir el complejo gH/gL/gO tripartito. En cambio, solo se detectaron los heterodímeros gH/gL, 
los heteromultímeros gH/gL, y los homomultímeros gO. Por el contrario, la coexpresión de gH, gL, y gO en células de 
mamífero produjo complejos de alto peso molecular que se parecían completamente a los complejos gH/gL/gO 
formados en células infectadas por HCMV. La inmunofluorescencia de la superficie celular mostró que estos complejos 
se expresaron y presentaron sobre la superficie de células transfectadas.55
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El documento US7704510 desvela que se necesita pUL131A para el tropismo de las células epiteliales. US7704510 
desvela también que pUL128 y pUL130 forman un complejo con gH/gL, que se incorpora en viriones. Se necesita este 
complejo para infectar células endoteliales y células epiteliales pero no fibroblastos. se encontró que anticuerpos 
dirigidos contra CD46 inhibían la infección por HCMV de las células epiteliales. Sin embargo, el documento US7704510 
no desvela el aislamiento de complejos de HCMV.5

Hasta la fecha, los investigadores han sido incapaces de purificar complejos que comprende gH, gL de HCMV y al 
menos una glicoproteína más de HCMV, tales como el complejo gH/gL/gO trimérico o el complejo 
gH/gL/pUL128/pUL130/pUL131A pentamérico. Dichos complejos purificados serían útiles como antígenos para 
aplicaciones diagnósticas y como inmunógenos para vacunas contra HCMV.

Divulgación de la invención10

La invención se basa en la expresión y la purificación recombinantes de los complejos de proteínas de membrana de 
HCMV, en los que dichos complejos comprenden gH, gL y al menos una glicoproteína más de HCMV.

La invención proporciona un complejo pentamérico de Citomegalovirus humano (HCMV) aislado que comprende: gH 
de HCMV, gL de HCMV, pUL128 de HCMV, pUL130 de HCMV, y pUL131A de HCMV, en la que dicha gH carece de 
un dominio transmembrana.15

La invención proporciona además una composición inmunógena que comprende el complejo pentamérico de HCMV 
aislado.

La invención proporciona además la composición inmunógena para su uso en el tratamiento de la infección por HCMV.

La invención proporciona además la composición inmunógena para su uso para sensibilizar anticuerpos en un 
mamífero.20

La invención proporciona además un procedimiento para producir el complejo pentamérico de HCMV aislado que 
comprende (i) hacer crecer las células que expresan gH que carece del dominio transmembrana, gL, pUL128, pUL130, 
y pUL131A en un medio de crecimiento; y (ii) purificar dicho complejo pentamérico de HCMV.

Los complejos de la invención pueden producirse a altos rendimientos. Por ejemplo, en procedimientos que implican 
hacer crecer células de la invención en medio de crecimiento, el complejo de proteínas de membrana de la invención 25
puede acumularse a un nivel de más de 0,4 mg por litro de medio de crecimiento (por ejemplo, 0,45, 0,5, 0,55, 0,6, 
0,65, 0,7, 0,75, 0,8, 0,85, 0,9, 0,95, 1,0, 1,2, 1,4, 1,6, 1,8, 2, 2,5, 3, 3,5, 4, 4,5 o 5 mg por litro de medio de crecimiento 
o más).

La composición de la invención puede no contener poliacrilamida. La composición de la invención puede ser un líquido, 
por ejemplo, un líquido acuoso, no un gel. El complejo de proteínas puede no estar inmovilizado en la composición. 30
Por ejemplo, dicho complejo de proteínas de membrana de HCMV puede no estar presente en un gel, o sobre una 
película, membrana, papel o porta.

La divulgación describe también una composición que comprende un complejo de proteínas de la invención, en el que 
dicha composición no contiene ninguna proteína de HCMV sin envoltura, tal como el tegumento de HCMV o las 
proteínas de la cápsida de HCMV.35

La divulgación describe también un polipéptido gH de HCMV modificado, en el que dicho polipéptido carece de un 
dominio transmembrana (TM). La ausencia de un dominio TM significa que el polipéptido modificado no puede residir 
en una bicapa lipídica. En algunas realizaciones, el polipéptido gH carece de la longitud completa del dominio TM 
natural; en otras realizaciones, puede retener una parte del dominio TM natural, pero no suficiente para dejar que la 
proteína resida en una bicapa lipídica. Por tanto el polipéptido puede contener hasta 10 aminoácidos (por ejemplo, 1, 40
2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 o 10 aminoácidos) del dominio TM de gH natural. Además de carecer de algo o todo del dominio 
TM, el polipéptido puede carecer también del dominio del extremo C natural de gH de HCMV o puede carecer de una 
porción del dominio del extremo C. La divulgación describe también moléculas de ácidos nucleicos que codifican dicho 
polipéptido gH modificado, y procedimientos para producir dicho polipéptido gH modificado, por ejemplo, mediante 
expresión recombinante, o mediante síntesis química (al menos en parte).45

La divulgación describe un procedimiento de transfección que implica la introducción de una o más moléculas de 
ácidos nucleicos que codifican los componentes de las proteínas de dicho complejo de proteínas de membrana de 
HCMV en las células. Dicha una o más moléculas de ácidos nucleicos pueden introducirse de forma estable en las 
células (por ejemplo, mediante integración cromosómica) o pueden introducirse transitoriamente en las células. La 
divulgación describe también una célula que se deriva de dicha transfección. Preferentemente, una célula que se 50
deriva de dicha transfección es una célula en la que dicha una o más moléculas de ácidos nucleicos se han introducido 
de forma estable. La divulgación escribe también la progenie de dicha célula, un clon de dicha célula o una célula que 
se ha pasado desde dicha célula. Estas células pueden cultivarse para expresar complejos de la invención, que, a 
continuación, se pueden purificar.
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La divulgación describe también una célula que produce un complejo de proteínas de membrana de HCMV, en la que 
la célula no (i) contiene un genoma de HCMV, y/o (ii) produce viriones de HCMV, y/o (iii) expresa cualquier proteína 
de HCMV sin envoltura. Idealmente, la célula carece de uno de (i), (ii) o (iii); preferentemente, carece de dos; más 
preferentemente, carece de tres de (i), (ii) y (iii).

La divulgación describe anticuerpos que reconocen un complejo de proteínas de membrana de HCMV aislado de la 5
invención, pero no se une a ninguno de los polipéptidos gH, gL, gO, pUL128, pUL130 o pUL131A aislados y/o no se 
une a los heterodímeros gH-gL aislados. Los anticuerpos pueden haberse sensibilizado usando un complejo de 
proteínas de membrana de HCMV aislado de la invención como un antígeno. Preferentemente, los anticuerpos son 
anticuerpos neutralizantes. Los anticuerpos descritos pueden haberse identificado usando procedimientos de 
selección in vitro, tales como la expresión en fagos usando diversas bibliotecas de anticuerpos. Como se describe a 10
continuación, los anticuerpos descritos pueden ser anticuerpos humanos o humanizados y/o pueden ser anticuerpos 
monoclonales o policlonales.

La divulgación describe también un procedimiento para sensibilizar anticuerpos utilizando un complejo de proteínas 
de membrana de HCMV aislado de la invención. Alternativamente, se puede usar un complejo de proteínas de 
membrana de HCMV aislado de la invención para identificar anticuerpos utilizando procedimientos de selección in 15
vitro, tales como la expresión en fagos usando diversas bibliotecas de anticuerpos.

Los anticuerpos descritos se pueden usar en un ensayo diagnóstico y se pueden marcar directa o indirectamente. Los 
anticuerpos descritos pueden también usarse en terapia, por ejemplo, en el tratamiento de la infección por HCMV.

Proteínas del complejo de la invención

la glicoproteína H de HCMV (gH), que está codificada por el gen UL75, es una glicoproteína de virión que es esencial 20
para la infectividad y que se conserva entre miembros de los herpesvirus alfa, beta y gamma. Forma un complejo 
estable con gL, y la formación de este complejo facilita la expresión superficial celular de gH. Basándose en las 
estructuras cristalinas de los complejos gH/gL de VHS-2 y VEB, la subunidad gL y los restos del extremo N de gH 
forman un dominio globular en un extremo de la estructura (la 'cabeza'), que está implicado en interacciones con gB y 
la activación de la fusión de membranas. el dominio del extremo C de gH, próximo a la membrana vírica (la 'espiral'), 25
está también implicado en la fusión de la membrana. gH muestra determinantes que son reconocidos por el factor 
TLR2 del hospedador, y este interactúa directamente con un heterodímero formado entre los factores TLR2 y TLR1 
del hospedador. TLR2 media en la activación de NF-κB y las respuestas de las citoquinas inflamatorias procedentes 
de las células (Boehme, Guerrero y Compton 2006).

Se ha notificado la gH de la cepa Merlin de HCMV (GI:52139248, SEQ ID NO: 1) que consiste en 742 aminoácidos. 30
La gH de la cepa Towne de HCMV (GI: 138314, SEQ ID NO: 2) consiste también en 742 aminoácidos, y se ha 
notificado que tiene seis sitios de N-glicosilación (en los restos 55, 62, 67, 192, 641 y 700), y consiste en una secuencia 
de señalización hidrófoba en su extremo N (restos de aminoácidos 1-23), un ectodominio (restos 24-717) que se 
proyecta fuera de la célula en el espacio extracelular, un dominio TM hidrófobo (restos 718-736) y un dominio 
citoplásmico en el extremo C (restos 737-742). La SEQ ID NO: 2 comparte un 99 % y 96 % de similitud de aminoácidos 35
con la SEQ ID NO: 1 y la gH de la cepa AD169 de HCMV (GI: 138313, SEQ ID NO: 3), respectivamente.

Normalmente, la secuencia de señalización del extremo N de las proteínas gH se escinde por una peptidasa de 
señalización de la célula hospedadora para producir polipéptidos gH maduros. Las proteínas gH en los complejos de 
membrana de HCMV de la invención pueden carecer de secuencias de señalización en el extremo N. Preferentemente, 
las formas maduras de gH (como se encuentran en los complejos de membrana de HCMV aislados de la invención) 40
carecen de la secuencia de señalización del extremo N, el dominio TM, y el dominio del extremo C.

La expresión de la secuencia génica de UL75 de longitud completa impide la purificación de los complejos solubles 
que comprenden gH. Más bien, se pueden purificar los complejos que comprenden gH con un alto rendimiento y 
pureza omitiendo al menos una parte del dominio TM de gH. Por ejemplo, las construcciones que codifican 
exactamente la secuencia de señalización del extremo N y el ectodominio de gH (pero no el dominio TM) se pueden 45
usar para expresar una forma de gH que se purifica fácilmente. Dichas construcciones pueden codificar la mayoría 
(por ejemplo, 70 %, 80 %, 85 %, 90 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 %, 99,5 % o más) del ectodominio de gH, pero 
ninguno o solo una porción pequeña del dominio TM. En algunas realizaciones, las proteínas gH del complejo de la 
invención incluyen la totalidad del ectodominio de gH o una forma truncada del ectodominio de gH. Dichas formas 
truncadas del ectodominio pueden carecer de entre 1 y 20 aminoácidos (por ejemplo, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 50
12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19 o 20 restos de aminoácidos) en sus extremos N y/o sus extremos C relativos a la proteína 
gH de HCMV de longitud completa. Un ejemplo de una proteína gH del complejo de la invención es la SEQ ID NO: 4, 
que consiste en los restos de aminoácidos 1-715 de la SEQ ID NO: 1. Un ejemplo de una proteína gH preferida de la 
invención es la SEQ ID NO: 29, que carece de la secuencia de señalización del extremo N, el dominio TM y el dominio 
del extremo C de gH y consiste en los restos de aminoácidos 24-715 de la SEQ ID NO: 1.55

Las proteínas gH de la invención pueden contener restos de aminoácidos adicionales, dichas extensiones del extremo 
N o del extremo C se describen en la divulgación. Dichas extensiones pueden incluir una o más etiquetas, que pueden 
facilitar la detección (por ejemplo, una etiqueta de epítopo para la detección por anticuerpos monoclonales) y/o la 
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purificación (por ejemplo, una etiqueta de polihistidina para permitir la purificación sobre una resina quelante de níquel) 
de la proteína gH. Un ejemplo de una extensión del extremo C que incluye una etiqueta myc y una etiqueta de 
polihistidina se proporcionan como SEQ ID NO: 5. Por lo tanto, las proteínas gH del complejo de la invención (por 
ejemplo, las SEQ ID NOS: 6 y 30) pueden incluir en sus extremos C una secuencia de aminoácidos que es al menos 
un 60 %, 70 %, 80 %, 85 %, 90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 % o 99 % idéntica a la secuencia 5
enumerada en la SEQ ID NO: 5. Las proteínas gH del complejo de la invención pueden comprender un ectodominio 
gH truncado fusionado a una extensión en el extremo C.

el ectodominio de gH corresponde a la porción de gH que carece del TM hidrófobo. La localización y la longitud del 
ectodominio pueden predecirse basándose en el alineamiento por parejas de una secuencia dada a SEQ ID NO: 1, 
por ejemplo, alineando la secuencia de aminoácidos de un polipéptido gH de interés a la SEQ ID NO: 1 e identificando 10
la secuencia que se alinea a los restos 24-717 de la SEQ ID NO: 1. De forma similar, las localizaciones de los dominios 
TM y del extremo C pueden predecirse alineando la secuencia de aminoácidos de un polipéptido gH de interés a la 
SEQ ID NO: 1 e identificando las secuencias que se alinean a los restos 718-736 y 737-742 de la SEQ ID NO: 1, 
respectivamente. Alternativamente, se pueden predecir la localización y la longitud del ectodominio, la secuencia de 
señalización y el dominio TM basándose en el análisis informático de la hidrofobicidad a lo largo de la longitud de una 15
secuencia de proteína gH dada. La secuencia de señalización y el dominio TM tienen los niveles más altos de 
hidrofobicidad y estas dos regiones flanquean el ectodominio, que es menos hidrófobo.

Las proteínas gH del complejo de la invención pueden tener diversos grados de identidad con la SEQ ID NO: 4, tal 
como al menos 60 %, 70 %, 80 %, 85 %, 90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 % o 99 % de identidad 
con la secuencia enumerada en la SEQ ID NO: 4. Las proteínas gH de la invención pueden tener diversos grados de 20
identidad con la SEQ ID NO: 6, tal como al menos 60 %, 70 %, 80 %, 85 %, 90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 
96 %, 97 %, 98 % o 99 % de identidad con la secuencia enumerada en la SEQ ID NO: 6. Las proteínas gH de la 
invención pueden tener diversos grados de identidad con la SEQ ID NO: 29, tal como al menos 60 %, 70 %, 80 %, 
85 %, 90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 % o 99 % de identidad con la secuencia enumerada en 
la SEQ ID NO: 29. Las proteínas gH de la invención pueden tener diversos grados de identidad con la SEQ ID NO: 25
30, tal como al menos 60 %, 70 %, 80 %, 85 %, 90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 % o 99 % de 
identidad con la secuencia enumerada en la SEQ ID NO: 30. Las proteínas gH preferidas: (i) pueden dimerizar con gL 
de HCMV; (ii) formar parte del complejo gH/gL/gO trimérico; (iii) formar parte del complejo 
gH/gL/pUL128/pUL130/pUL131A pentamérico; (ii) comprenden al menos un epítopo de la SEQ ID NO: 4 o la SEQ ID 
NO: 29; y/o (v) puede estimular anticuerpos in vivo que reaccionan inmunológicamente en cruzado con un virión de 30
HCMV.

la glicoproteína L (gL) de HCMV está codificada por el gen UL115. Se piensa que gL es esencial para la replicación 
vírica y todas las propiedades funcionales conocidas de gL están directamente asociadas con su dimerización con gH. 
Se requiere el complejo gL/gH para la fusión de las membranas vírica y plasmática que conduce a la entrada del virus 
en la célula hospedadora. gL de la cepa Merlin de HCMV (GI:39842115, SEQ ID NO: 7) y de la cepa Towne HCMV 35
(GI:239909463, SEQ ID NO: 8) se ha notificado que tiene 278 aminoácidos de longitud. gL de la cepa AD169 de HCMV 
(GI:2506510, SEQ ID NO: 9) se ha notificado que tiene 278 aminoácidos de longitud, incluyen una secuencia de 
señalización en su extremo N (restos de aminoácidos 1-35), tienen dos sitios de N-glicosilación (en los restos 74 y 
114) y carecen de un dominio TM (Rigoutsos y col., 2003). La secuencia de señalización del extremo N en la SEQ ID 
NO: 7 está previsto que comprenda los restos de aminoácidos 1-30. La SEQ ID NO: 8 comparte un 98 % de identidad 40
de aminoácidos con la SEQ ID NO: 7. La secuenciación del gen gL de longitud completa a partir de 22 a 39 aislados 
clínicos, así como las cepas de laboratorio AD169, Towne y Toledo desveló menos de un 2 % de variación en las 
secuencias de aminoácidos entre los aislados (Rasmussen y col., 2002).

Normalmente, la secuencia de señalización del extremo N de las proteínas gL se escinde por una peptidasa de 
señalización de la célula hospedadora para producir proteínas gL maduras. Las proteínas gL en los complejos de 45
membrana de HCMV de la invención pueden carecer de secuencias de señalización en el extremo N. Un ejemplo de 
una proteína gL preferida del complejo de la invención es la SEQ ID NO: 31, que carece de una secuencia de 
señalización en el extremo N y consiste en los restos de aminoácidos 31-278 de la SEQ ID NO: 7.

Las proteínas gL del complejo de la invención pueden tener diversos grados de identidad con la SEQ ID NO: 7, tal 
como al menos 60 %, 70 %, 80 %, 85 %, 90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 % o 99 % de identidad 50
con la secuencia enumerada en la SEQ ID NO: 7. Las proteínas gL de la invención pueden tener diversos grados de 
identidad con la SEQ ID NO: 31, tal como al menos 60 %, 70 %, 80 %, 85 %, 90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 
96 %, 97 %, 98 % o 99 % de identidad con la secuencia enumerada en la SEQ ID NO: 31. Las proteínas gL preferidas:
(i) pueden dimerizar con gH de HCMV; (ii) formar parte del complejo gH/gL/gO trimérico; (iii) formar parte del complejo 
gH/gL/pUL128/pUL130/pUL131A pentamérico; (ii) comprenden al menos un epítopo de la SEQ ID NO: 7 o la SEQ ID 55
NO: 31; y/o (v) puede estimular anticuerpos in vivo que reaccionan inmunológicamente en cruzado con un virión de 
HCMV.

La glicoproteína O de HCMV (gO), que está codificada por el gen UL74, se ha notificado que actúa como chaperona 
molecular, aumentando la exportación de ER de gH/gL y la incorporación en viriones. Se ha propuesto que gO compite 
con pUL128-131A para la unión sobre gH/gL, pero se libera a partir de gH/gL, de tal manera que gH/gL (que carece 60
de pUL128-131A) se incorpora en viriones (Ryckman, Chase y Johnson 2010). En comparación con otros genes 
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víricos, gO de HCMV es inusualmente variable entre diferentes cepas de HCMV: la variabilidad de la secuencia de 
aminoácidos gO entre 22 a 39 aislados clínicos, así como las cepas de laboratorio AD169, Towne y Toledo se acercó 
al 45 % (es decir, había solo un 55 % de identidad entre las secuencias de aminoácidos gO entre diferentes aislados) 
(Rasmussen, y col., 2002). Se ha notificado que la gO de las cepas Merlin de HCMV (GI:39842082, SEQ ID NO: 10), 
AD169 (GI:136968, SEQ ID NO: 11) y Towne (GI:239909431, SEQ ID NO: 12) consiste en 472, 466 y 457 aminoácidos, 5
respectivamente. La gO de la cepa AD169 de HCMV, que comparte un 73 % de similitud de los aminoácidos con la 
SEQ ID NO: 10, tiene 18 sitios de N-glicosilación (en los restos 75, 83, 87, 103, 130, 157, 162, 171, 219, 242, 288, 
292, 350, 385, 392, 399, 433 y 454), y puede incluir una secuencia de señalización escindible en su extremo N (que 
se predijo que consistía en los restos de aminoácidos 1-30), que está ausente del polipéptido maduro. Rigoutsos 
(2003) predijo la presencia de dominios TM (en las regiones 10-28 y 190-212) y una región de doble espiral (restos 10
240-272).

Normalmente, la secuencia de señalización del extremo N de las proteínas gO se escinde por una peptidasa de 
señalización de la célula hospedadora para producir polipéptidos gO maduros. Las proteínas gO en los complejos de 
membrana de HCMV de la invención pueden carecer de secuencias de señalización en el extremo N. Un ejemplo de 
una proteína gO preferida del complejo de la invención es la SEQ ID NO: 32, que carece de una secuencia de 15
señalización en el extremo N y consiste en los restos de aminoácidos 31-472 de la SEQ ID NO: 10.

Se describen en la divulgación las proteínas gO que tienen varios grados de identidad con la SEQ ID NO: 10 tal como 
al menos 55 %, 60 %, 65 %, 70 %, 75 %, 80 %, 85 %, 90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 % o 99 % 
de identidad con la secuencia enumerada en la SEQ ID NO: 10 Se describen en la divulgación las proteínas gO que 
pueden tener diversos grados de identidad con la SEQ ID NO: 32, tal como al menos 60 %, 70 %, 80 %, 85 %, 90 %, 20
91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 % o 99 % de identidad con la secuencia enumerada en la SEQ ID NO: 
32. Las proteínas gO preferidas: (i) pueden formar parte del complejo gH/gL/gO trimérico; (ii) no pueden formar parte 
del complejo gH/gL/pUL128/pUL130/pUL131A pentamérico, (iii) comprenden al menos un epítopo de la SEQ ID NO: 
10, o la SEQ ID NO: 32; y/o (iv) pueden estimular anticuerpos in vivo que reaccionan inmunológicamente en cruzado 
con un virión de HCMV.25

Se ha notificado que la pUL128 de la cepa Merlin de HCMV (GI:39842124, SEQ ID NO: 13) consiste en 130 
aminoácidos y contiene una sustitución de 1 nucleótido que produce terminación prematura. Se ha notificado que la 
pUL128 de las cepas Towne de HCMV (GI:39841882, SEQ ID NO: 14) y AD169 (GI:59803078, SEQ ID NO: 15) 
consiste en 171 aminoácidos. Debido a la prematura terminación de las SEQ ID NO: 13, las SEQ ID NOS: 13, y 15 
solo comparten un 75 % de identidad sobre la longitud completa de la SEQ ID NO: 15. Se predijo que pUL128 tenía 30
una secuencia de señalización en el extremo N, que está localizada en los restos 1-27 de la SEQ ID NO: 13, pero se 
predijo que carecería del dominio TM. Un ejemplo de una proteína pUL128 preferida del complejo de la invención es 
la SEQ ID NO: 33, que carece de una secuencia de señalización en el extremo N y consiste en los restos de 
aminoácidos 28-171 de la SEQ ID NO: 14. La SEQ ID NO: 33 consiste también en los restos de aminoácidos 28-171 
de la SEQ ID NO: 15.35

Las proteínas pUL128 del complejo de la invención pueden tener diversos grados de identidad con la SEQ ID NO: 15, 
tal como al menos 60 %, 70 %, 75 %, 76 %, 77 %, 78 %, 79 %, 80 %, 81 %. 82 %, 83 %, 84 %, 85 %, 86 %, 87 %, 
88 %, 89 %, 90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 % o 99 % de identidad con la secuencia enumerada 
en la SEQ ID NO: 15. Las proteínas pUL 128 del complejo de la invención pueden tener diversos grados de identidad 
con la SEQ ID NO: 33 tal como al menos 60 %, 70 %, 75 %, 76 %, 77 %, 78 %, 79 %, 80 %, 81 %. 82 %, 83 %, 84 %, 40
85 %, 86 %, 87 %, 88 %, 89 %, 90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 % o 99 % de identidad con la 
secuencia enumerada en la SEQ ID NO: 33. Las proteínas pUL128 preferidas: (i) pueden formar parte del complejo 
gH/gL/pUL128/pUL130/pUL131A pentamérico, (iv) comprender al menos un epítopo de la SEQ ID NO: 15 o la SEQ 
ID NO: 33 y/o (v) pueden estimular anticuerpos in vivo que reaccionan inmunológicamente en cruzado con un virión 
de HCMV.45

UL130 es el gen central y el más grande (214 codones) del locus UL131A-128. La traducción conceptual del gen 
predice una secuencia de señalización en el extremo N largo (25 aminoácidos) que precede a una proteína hidrófila 
que contiene dos potenciales sitios de glicosilación unidos a N (Asn85 y Asn118) en un presunto dominio de la 
quimioquina (aminoácido 46 a 120) y un sitio de N-glicosilación adicional (Asn201) próximo al extremo de una única 
región en el extremo C. Se predijo que pUL130 carecería de un dominio TM. se ha notificado que es una glicoproteína 50
de la luz que se secreta de forma ineficaz desde las células infectadas, pero que se incorpora en la envoltura del virión 
como una forma madurada del aparato de Golgi (Patrone, y col. 2005). Las secuencias de pUL130 de la cepa Merlin 
de HCMV están públicamente disponibles (GI: 39842125, SEQ ID NO: 16 y GI:239909473, SEQ ID NO: 17, 
respectivamente) consisten en los aminoácidos 214 y 229, respectivamente. Se ha notificado que la SEQ ID NO: 17 
contiene una mutación de cambio de marco en la región del extremo C de pUL130, y esta comparte un 94 % de 55
identidad con la SEQ ID NO: 16 de HCMV sobre la longitud completa de la SEQ ID NO: 16.

Normalmente, la secuencia de señalización del extremo N de las proteínas pUL130 se escinde por una peptidasa de 
señalización de la célula hospedadora para producir proteínas pUL 130 maduras. Las proteínas pUL130 en los 
complejos de membrana de HCMV de la invención pueden carecer de secuencias de señalización en el extremo N. 
Un ejemplo de una proteína pUL130 preferida del complejo de la invención es la SEQ ID NO: 34, que carece de una 60
secuencia de señalización en el extremo N y consiste en los restos de aminoácidos 26-214 de la SEQ ID NO: 16.
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Las proteínas pUL130 del complejo de la invención pueden tener diversos grados de identidad con la SEQ ID NO: 16, 
tal como al menos 60 %, 70 %, 80 %, 85 %, 90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 % o 99 % de 
identidad con la secuencia enumerada en la SEQ ID NO: 16. Las proteínas pUL130 de la invención pueden tener 
diversos grados de identidad con la SEQ ID NO: 34, tal como al menos 60 %, 70 %, 80 %, 85 %, 90 %, 91 %, 92 %, 
93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 % o 99 % de identidad con la secuencia enumerada en la SEQ ID NO: 34. Como 5
alternativa, Las proteínas pUL130 del complejo de la invención pueden tener diversos grados de identidad con la SEQ 
ID NO: 17, tal como al menos 60 %, 70 %, 80 %, 85 %, 90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 % o 
99 % de identidad con la secuencia enumerada en la SEQ ID NO: 17. Las proteínas pUL130 preferidas: (i) pueden 
formar el complejo gH/gL/pUL128/pUL130/pUL131A pentamérico; (ii) comprenden al menos un epítopo de la SEQ ID 
NO: 16, SEQ ID NO: 34, o SEQ ID NO: 17, respectivamente; y/o (iii) pueden estimular anticuerpos in vivo que 10
reaccionan inmunológicamente en cruzado con un virión de HCMV.

Se requiere la función de pUL131A para la replicación de HCMV no solo en células endoteliales, sino también en 
células epiteliales. Se ha notificado que la pUL131A de las cepas Merlin de HCMV (GI:39842126, SEQ ID NO: 18) y 
Towne (GI:239909474, SEQ ID NO: 19) y AD169 (GI:219879712, SEQ ID NO: 20) consiste en los aminoácidos 129, 
129 y 76, respectivamente Se predijo que pUL131A contiene una secuencia de señalización en el extremo N, que está 15
localizada en los restos 1-18 de la SEQ ID NO: 18, y carece de un dominio TM. Se ha notificado que UL131A de la 
cepa AD169 contiene una inserción de 1 par de bases, que produce un cambio de marco (Wang y Shenk 2005). La 
SEQ ID NO: 18 es un 96 % idéntica a la SEQ ID NO: 20 sobre 28 aminoácidos del extremo N, pero es solo un 36 % 
idéntica a la SEQ ID NO: 20 sobre la longitud completa de la SEQ ID NO: 18 debido al cambio de marco en el gen 
UL131A de AD169.20

Normalmente, la secuencia de señalización del extremo N de las proteínas pUL131A se escinde por una peptidasa de 
señalización de la célula hospedadora para producir proteínas pUL131A maduras. Las proteínas pUL131A en los 
complejos de membrana de HCMV de la invención pueden carecer de secuencias de señalización en el extremo N. 
Un ejemplo de una proteína pUL131A preferida del complejo de la invención es la SEQ ID NO: 35, que carece de una 
secuencia de señalización en el extremo N y consiste en los restos de aminoácidos 19-129 de la SEQ ID NO: 18. La 25
SEQ ID NO: 35 consiste también en los restos de aminoácidos 19-129 de la SEQ ID NO: 19.

Las proteínas pUL131A del complejo de la invención pueden tener diversos grados de identidad con la SEQ ID NO: 
18, tal como al menos 60 %, 70 %, 80 %, 85 %, 90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 % o 99 % de 
identidad con la secuencia enumerada en la SEQ ID NO: 18. Las proteínas pUL131A de la invención pueden tener 
diversos grados de identidad con la SEQ ID NO: 35, tal como al menos 60 %, 70 %, 80 %, 85 %, 90 %, 91 %, 92 %, 30
93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 % o 99 % de identidad con la secuencia enumerada en la SEQ ID NO: 35. Las 
proteínas pUL131A preferidas: (i) pueden formar los complejos gH/gL/pUL128/pUL130/pUL131A pentaméricos, (iii) 
comprenden al menos un epítopo de la SEQ ID NO: 18, o la SEQ ID NO: 35; y/o (iii) pueden estimular anticuerpos in 
vivo que reaccionan inmunológicamente en cruzado con un virión de HCMV.

Si un aislado clínico se pasa en fibroblastos, puede acumular muy rápidamente una mutación en el locus UL131A-35
128, evitando su capacidad de infectar otros tipos de células. De hecho, puede ser suficiente tan poco como tres pases 
en fibroblastos para que aparezcan dichas mutaciones en soluciones madre de virus. Por ejemplo, en comparación 
con los aislados clínicos que no se han pasado en fibroblastos, Merlin y Toledo transportan mutaciones en UL128, 
Towne transporta una mutación en el ORF de UL130 y AD169 contiene un ORF de UL131A mutado. Debido a que los 
aislados clínicos, pero no las cepas de laboratorio, infectan y generan eficazmente progenie infecciosa en las células 40
epiteliales, este tipo de célula, similar a las células endoteliales, se mantiene como prometedor como un hospedador 
de laboratorio para la producción de soluciones madre clínicas de HCMV que no se seleccionan para mutaciones en 
el locus UL131A-UL128 (Wang y Shenk 2005).

La invención proporciona una composición inmunógena que comprende complejos de HCMV como se enumera en 
las reivindicaciones.45

gB esta codificada por UL55 y media en la fusión entre el virus y la membrana celular. Por tanto, tiene un papel clave 
que jugar en la entrada y la infección del virus. Al igual que otras muchas proteínas de fusión vírica, gB contiene bucles 
hidrófobos que se insertan en la membrana celular y esta experimenta un gran cambio estructural (conformación previa 
y posterior a la fusión) durante la entrada. al igual que gH, gB muestra determinantes que son reconocidos por el factor 
TLR2 del hospedador, y este interactúa directamente con un heterodímero formado entre los factores TLR2 y TLR1 50
del hospedador. TLR2 media en la activación de NF-κB y las respuestas de las citoquinas inflamatorias procedentes 
de las células (Boehme, Guerrero y Compton 2006).

La glicoproteína B (gB) es la más altamente conservada de las glicoproteínas de envoltura de los virus del herpes 
humanos. Aunque la estructura de la gB de HCMV es actualmente desconocida, se supone que la estructura de la gB 
de HCMV es similar a la de las gB del VHS y del VEB basadas en la homología de las secuencias. Las conformaciones 55
posteriores a la fusión de las gB del VHS-1 y del VEB muestran un grado sorprendente de homología estructural con 
la conformación posterior a la fusión de la proteína de fusión (G) de la proteína del virus de la estomatitis vesicular 
(VSV), a pesar de la carencia de similitud de secuencias entre las gB del VHS-1 y del VEB y el VSV-G.

Se ha notificado que la gB de las cepas Merlin de HCMV (GI:39842076, SEQ ID NO: 21) y Towne (GI:138193, SEQ 
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ID NO: 22) consiste en 907 aminoácidos. Se ha notificado que la gB de la cepa AD169 de HCMV (GI: 138192, SEQ 
ID NO: 23) consiste en 906 aminoácidos, tiene 19 sitios de N-glicosilación (en los restos 37, 68, 73, 85, 208, 281,286, 
302, 341,383, 405, 409, 417, 447, 452, 464, 465, 554, y 585) y consiste en una secuencia de señalización en su 
extremo N (en los restos de aminoácidos 1-25), una región extracelular (restos 26-751), un dominio TM (restos 752-
772) y un dominio citoplasmático (restos 773-907) (Rigoutsos, y col. 2003). En un estudio de 53 mujeres, se 5
encontraron cinco subtipos de gB con polimorfismos de nucleótidos entre las mismas que variaban de 28 a 124 pb 
(Murthy, y col. 2011). Las gB de las cepas Merlin y AD169 de HCMV comparten un 95 % de similitud de aminoácidos. 
Se predijo que la secuencia de señalización en el extremo N consiste en los restos de aminoácidos 1-22 de la SEQ ID 
NO: 21 en la GB de la cepa Merlin de HCMV.

Normalmente, la secuencia de señalización del extremo N de las proteínas gB se escinde por una peptidasa de 10
señalización de la célula hospedadora para producir proteínas gB maduras. Las proteínas gB en los complejos de 
membrana de HCMV de la divulgación pueden carecer de secuencias de señalización en el extremo N. Un ejemplo 
de una proteína gB preferida de la divulgación es la SEQ ID NO: 36, que carece de una secuencia de señalización en 
el extremo N y consiste en los restos de aminoácidos 23-907 de la SEQ ID NO: 21.

Se describen en la divulgación proteínas gB que tienen diversos grados de identidad con la SEQ ID NO: 21, tal como 15
al menos 70 %, 80 %, 85 %, 86 %, 87 %, 88 %, 89 %, 90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 % o 99 % 
de identidad con la secuencia enumerada en la SEQ ID NO: 21. Se describen en la divulgación proteínas gB que 
tienen diversos grados de identidad con la SEQ ID NO: 36, tal como al menos 70 %, 80 %, 85 %, 86 %, 87 %, 88 %, 
89 %, 90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 % o 99 % de identidad con la secuencia enumerada en 
la SEQ ID NO: 36. Las proteínas gB preferidas: (i) comprenden al menos un epítopo de la SEQ ID NO: 18, o la SEQ 20
ID NO: 36; y/o (ii) pueden estimular anticuerpos in vivo que reaccionan inmunológicamente en cruzado con un virión 
de HCMV.

Glicosilación

Aunque gH, gL, gO, gB y pUL130 pueden denominarse glicoproteínas, no debe interpretarse que esta nomenclatura 
significa que estas proteínas deben estar glicosiladas cuando se usan con la invención. Por el contrario, En algunos 25
aspectos de la divulgación, uno o más de los polipéptidos no están glicosilados. Habitualmente, sin embargo, uno o 
más (o todos) los polipéptidos en un complejo descrito en la divulgación están glicosilados. En algunos aspectos de la 
divulgación, uno o más (o todos) los polipéptidos en un complejo están glicosilados mediante mutantes de glicosilación 
de las células cultivadas, tales como células de mamíferos mutadas. Dichos mutantes de glicosilación producen un 
modelo de glicosilación de polipéptidos que difiere de un modelo natural de glicosilación, es decir, las glicoformas 30
polipeptídicas resultantes difieren de las glicoformas naturales.

El nivel y el tipo de glicosilación es dependiente de la especie de la célula hospedadora. En general, las especies más 
distantes a los seres humanos en términos evolutivos, tales como bacterias, levaduras, hongos, insectos y plantas, 
tienen repertorios de glicosilación que son al menos similares a los de los seres humanos. Las proteínas normalmente 
no están glicosiladas en las células bacterianas, aunque se ha notificado la transferencia de sistemas de glicosilación 35
unidos a N en Escherichia coli (Langdon, Cuccui y Wren 2009). Las proteínas pueden estar glicosiladas en células de 
insectos. Sin embargo, a diferencia de las células de vertebrados, las células de insectos son incapaces de producir 
cadenas secundarias complejas unidas a N con galactosa en penúltimo lugar y ácido siálico terminal. Por lo tanto, el 
tipo de glicosilación en células de insectos puede ser subóptima para las proteínas terapéuticas. Las células de 
levaduras pueden llevar a cabo la glicosilación unida a N (en la asparagina) y unida a O (en la serina/treonina) usando 40
manosa. La hiperglicosilación (extensión de la cadena externa) en el aparato de Golgi es un rasgo característico de 
las células de levaduras que no es típico de células de mamíferos, y esto puede conducir a problemas con la reactividad 
del anticuerpo. Además, a diferencia de las células de mamíferos, las células de levaduras son incapaces de incorporar 
azúcares diferentes que la manosa. En contraste con las células de levaduras e insectos, las glicoproteínas de 
mamíferos expresadas en células de mamíferos están auténtica mente glicosiladas dando como resultado un producto 45
recombinante más similar al que se ha formado in vivo.

Por lo tanto, los polipéptidos preferentemente glicosilados en complejos descritos en la divulgación: (i) tienen un 
modelo de glicosilación de mamíferos; y/o (ii) no contienen un modelo de glicosilación de células de insectos. En 
algunos aspectos de la divulgación, una o más de las proteínas descritas contienen cadenas secundarias complejas 
unidas a N con galactosa en penúltimo lugar y ácido siálico terminal.50

Complejos de proteínas de membrana de la invención

Los complejos de proteínas de membrana de HCMV de la invención son asociaciones heterooligoméricas entre gH, 
gL, pUL128, pUL130 y pUL131A. Las proteínas de estos complejos pueden estar asociadas mediante interacciones 
no covalentes y/o covalentes. En el complejo pentamérico de la invención, gH, gL y pUL128 están normalmente unidas 
a través de enlaces disulfuro, pero pUL130 y pUL131A se incorporan normalmente en el complejo pentamérico 55
mediante interacciones no covalentes (como se muestra en el ejemplo 7). La proteína pUL130 y/o la proteína pUL131A 
pueden estar incorporadas en el complejo pentamérico mediante interacciones no covalentes. Asimismo, la proteína 
pUL130 y/o pUL131A pueden estar entrelazadas mediante interacciones no covalentes.
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Las estequiometrías de los complejos triméricos y pentaméricos se supone que son 1:1:1 (Huber y Compton 1999) y 
1:1:1:1:1 (Ryckman, Chase y Johnson 2010), respectivamente, pero esto se ha confirmado ya definitivamente.

Los inventores han descubierto que los complejos de proteínas de membrana de la invención son capaces de inducir 
una respuesta inmunógena. Los complejos de proteínas de membrana de la invención pueden por tanto ser capaces 
de inducir la inmunidad frente a la infección por HCMV. Estas dos funciones son dependientes de la retención de 5
epítopos en los complejos de proteínas de membrana de la invención que pueden estimular la producción de 
anticuerpos, incluyendo anticuerpos neutralizantes. se conocía una gama de epítopos conformacionales para el 
complejo pentamérico. Por ejemplo, Macagno (2010) aisló un panel de anticuerpos monoclonales humanos que 
neutralizaron la infección de HCMV de las células endoteliales, epiteliales, y mieloides. Con la única excepción de un 
anticuerpo que se unía a un epítopo conservado en el producto génico UL128, los otros anticuerpos se unían a 10
epítopos conformacionales que requerían la expresión de dos o más proteínas del complejo gH/gL/UL128-131A. 
Preferentemente, los complejos pentaméricos de la invención poseen uno o más de los epítopos conformacionales 
identificados por Macagno (2010).

Cada proteína del complejo de la invención puede contener mutaciones, tales como inserciones, deleciones y 
sustituciones relativas a la cepa Merlin y/o a la cepa AD169 de HCMV, siempre que estas mutaciones no sean 15
perjudiciales para el uso de las proteínas como antígenos, en particular siempre que retengan uno o más epítopos que 
puedan estimular la producción de anticuerpos que puedan unirse a al menos un complejo de proteínas de membrana 
de la cepa Merlin y/o AD169 de HCMV y/o los anticuerpos que pueden neutralizar los efectos biológicos de dicho 
complejo de proteínas de membrana de HCMV. Además, dichas mutaciones no deben evitar la capacidad de las 
proteínas de formar un complejo de proteínas de membrana de la invención. Puede ensayarse la capacidad de formar 20
un complejo de proteínas de membrana de la invención llevando a cabo la purificación de la proteína, y analizando las 
proteínas mediante PAGE no reductor, transferencia Western y/o cromatografía de exclusión molecular. Si las 
proteínas forman parte de un complejo, pueden estar todas presentes en una única banda sobre un gel PAGE nativo 
y/o estar presentes en un único pico en un cromatograma de exclusión molecular.

El complejo de proteínas de membrana de la invención puede prepararse a diversos niveles de pureza, por ejemplo, 25
al menos 80 %, 85 %, 90 %, 95 %, o 99 % de la proteína total por la masa, es decir, el complejo constituye al menos 
un 80 % de la masa proteica total en una composición. La composición puede estar exenta de poliacrilamida.

Sistemas de expresión

En un aspecto de la divulgación, se describe un procedimiento para expresar el complejo de proteínas de membrana 
de la invención. Los sistemas de expresión adecuados para su uso en la presente invención son bien conocidos por 30
los expertos en la materia y muchos se describen en detalle en Doyle (2008). En general, se puede usar cualquier 
sistema o vector que sea adecuado para mantener, propagar y expresar moléculas de ácidos nucleicos para producir 
un polipéptido en el hospedador requerido. La secuencia de nucleótidos adecuada puede insertarse en un sistema de 
expresión mediante cualquiera de una variedad de técnicas rutinarias y bien conocidas, tales como, por ejemplo, 
aquellas descritas en Sambrook (2000). En general, se puede colocar el gen codificante bajo el control de un elemento 35
de control tal como un promotor, y, opcionalmente, un operador, de tal manera que la secuencia de ADN que codifica 
el péptido deseado se transcribe en ARN en la célula hospedadora transformada.

Los ejemplos de sistemas de expresión adecuados incluyen, por ejemplo, Los sistemas cromosómicos, episómicos y 
derivados de virus, incluyendo, por ejemplo, los vectores derivados de: plásmidos bacterianos, bacteriófagos, 
transposones, episomas de levaduras, elementos de inserción, elementos cromosómicos de levaduras, virus tales 40
como baculovirus, papovavirus tales como SV40, virus vaccinia, adenovirus, los virus de la viruela, virus de la 
seudorrabia y retrovirus, o combinaciones de los mismos, tales como los derivados de elementos genéticos de 
plásmidos y bacteriófagos, incluyendo cósmidos y fagémidos. Se pueden emplear también cromosomas artificiales 
humanos (HAC) para administrar fragmentos más grandes de ADN que pueden contenerse y expresarse en un 
plásmido.45

Los sistemas de expresión adecuados incluyen microorganismos tales como bacterias transformadas con 
bacteriófagos recombinantes, vectores de expresión de ADN de plásmidos o cósmidos; levaduras transformadas con 
vectores de expresión de levaduras; sistemas de células de insectos infectados o transfectados con vectores de 
expresión de virus (por ejemplo, baculovirus); sistemas de células vegetales transformados con vectores de expresión 
de virus (por ejemplo, el virus del mosaico de la coliflor, CaMV; el virus del mosaico del tabaco, TMV) o con vectores 50
de expresión bacterianos (por ejemplo, plásmidos Ti o pBR322); o sistemas de células animales. Se pueden emplear 
también sistemas de traducción exentos de células para producir las proteínas del complejo de la invención. 
Preferentemente, las proteínas del complejo de la invención se pueden producir en células eucariotas, tales como 
células de mamíferos.

Los polipéptidos recombinantes se pueden expresar de forma transitoria o estable. Preferentemente, las proteínas 55
recombinantes se expresan de forma estable. Por ejemplo, líneas celulares que expresan de forma estable el péptido 
de interés se pueden transfectar usando vectores de expresión que pueden contener varios orígenes de replicación 
víricos y/o elementos de expresión endógena y un gen marcador seleccionable en el mismo vector o en otro diferente. 
Tras la introducción del vector, se puede dejar que las células crezcan durante 1-2 días en un medio enriquecido antes 
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de cambiarlas a un medio selectivo. El objetivo del marcador seleccionable es conferir resistencia a la selección y su 
presencia permite el crecimiento y recuperación de células que expresan satisfactoriamente las secuencias 
introducidas. La proliferación de clones de células transformadas de forma estable se puede realizar usando técnicas 
de cultivo tisular adecuadas al tipo de célula.

Se conocen en la materia líneas de células de mamíferos disponibles como hospedadores para la expresión, e incluyen 5
muchas líneas de células inmortalizadas disponibles de la American Type Culture Collection (ATCC) incluyendo, 
aunque no de forma limitativa, ovario de hámster chino (CHO), HeLa, células de riñón de cría de hámster (BHK), 
células de riñón de mono (COS), C127, 3T3, BHK, células de riñón embriónico humano (HEK) 293, células de 
melanoma de Bowes y de carcinoma hepatocelular humano (por ejemplo, Hep G2) y numerosas líneas de células 
diferentes. Es preferible la expresión en células de mamífero debido a que las proteínas que se producen tendrán 10
auténticos modelos de glicosilación de mamíferos, y poseen por tanto epítopos que están presentes en partículas 
infecciosas de HCMV. En consecuencia, la producción de complejos de proteínas de membrana de la invención en 
células de mamíferos conducirá a la producción de anticuerpos que son capaces de unirse a partículas de HCMV que 
se producen naturalmente durante la infección.

En el sistema de baculovirus, los materiales para los sistemas de expresión de baculovirus/células de insectos están 15
comercialmente disponibles en forma de kit de, entre otros, Invitrogen, San Diego CA (el kit "MaxBac"). Estas técnicas 
se conocen generalmente por los expertos en la materia y se describen completamente en Summers y col. (Summers 
y Smith 1987). Las células hospedadoras particularmente adecuadas para su uso en el presente sistema incluyen 
células de insectos tales como Drosophila S2 (es decir, mediante infección de baculovirus recombinante de células S2 
de Drosophila transfectadas de manera estable) y células Sf9 de Spodoptera. En algunas realizaciones, las proteínas 20
de la invención no se producen en células de insectos.

Existen muchos cultivos de células vegetales y sistemas de expresión genética vegetal completa conocidos en la 
materia. Los ejemplos de sistemas de expresión genética de células vegetales adecuados incluyen aquellos descritos 
en la patente de Estados Unidos 5.693.506; patente de Estados Unidos 5.659.122; patente de Estados Unidos 
5.608.143, y Zenk (1991 )23. En particular, se pueden utilizar todas las plantas a partir de las cuales se pueden aislar 25
y cultivar protoplastos para dar plantas completas regeneradas, de tal manera que se recuperan plantas completas 
que contienen el gen transferido. Se pueden regenerar prácticamente todas las plantas a partir de células o tejidos 
cultivados, incluyendo, aunque no de forma limitativa todas las especies principales de la caña de azúcar, remolacha 
azucarera, algodón, frutales y otros árboles, legumbres y vegetales.

Los ejemplos de sistemas de expresión procariota incluyen aquellos que utilizan estreptococos, estafilococos, E. coli, 30
Streptomyces y Bacillus subtilis como células hospedadoras.

Los ejemplos de sistemas de expresión incluyen aquellos que utilizan levaduras (por ejemplo, S. cerevisiae) y 
Aspergillus como células hospedadoras.

Las células HEK293 son adecuadas para la expresión transitoria de las proteínas de HCMV del complejo de la 
invención debido a su elevada transfectabilidad mediante diversas técnicas, incluyendo los procedimientos del fosfato 35
de calcio y la polietilenimina (PEI). Una línea celular útil de HEK293 es una que expresa la proteína EBNA1 del VEB, 
tal como 293-6E (Loignon, y col. 2008). Las células HEK293 transformadas han mostrado secretar altos niveles de los 
complejos de proteínas de la invención en el medio de crecimiento, permitiendo por tanto la purificación de dichos 
complejos de proteínas directamente desde el medio de crecimiento.

las células CHO son hospedadoras de mamíferos particularmente adecuadas para la producción industrial de las 40
proteínas de HCMV del complejo de la invención para su uso como inmunógenos o antígenos debido a que permiten 
la expresión génica estable a largo plazo y altos rendimientos de proteínas.

Los complejos de proteína de la membrana de la invención se pueden secretar a partir de las células en las que se 
expresan. Alternativamente, las proteínas del complejo de la invención pueden no secretarse. En E. coli, por ejemplo, 
las proteínas no secretadas pueden acumularse en cuerpos de inclusión. Los procedimientos para purificar proteínas 45
recombinantes a partir de cuerpos de inclusión son bien conocidos en la técnica.

La transfección se puede llevar a cabo mediante una gama de procedimientos que incluyen usar fosfato de calcio, 
electroporación, o mezclar un lípido catiónico con el material para producir liposomas que se fusionan con la membrana 
celular y depositan su carga en el interior.

Construcciones de ácidos nucleicos50

La divulgación describe un ácido nucleico recombinante que puede codificar gL, gH que carece de un dominio TM, y 
al menos una glicoproteína de HCMV adicional. Preferentemente, dicho ácido nucleico recombinante: (a) puede no 
ser una molécula de ARN autorreplicante; (b) puede no ser un replicón de alfavirus; (c) puede no codificar ninguna 
proteína no estructural del alfavirus, tal como NSP1, NSP2, NSP3 y NSP4; (d) puede no contener: un Sitio interno de 
entrada al ribosoma (IRES), tal como EMCV o EV71; y/o (e) puede no contener un sitio 2A vírico, tal como FMDV. Un 55
ejemplo de dicho ácido nucleico recombinante puede ser una única construcción que codifica una proteína gL de la 
invención, una proteína gH del complejo de la invención, una proteína pUL128 del complejo de la invención, una 
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proteína pUL130 del complejo la invención y una proteína pUL131 del complejo de la invención.

La divulgación describe también una pluralidad de ácidos nucleicos recombinantes que codifican uno o más proteínas 
del complejo de la invención. Por ejemplo, dos construcciones de ácidos nucleicos: codificando la primera construcción 
una proteína gH y una proteína gL, y codificando la segunda construcción una proteína pUL128, una proteína pUL130 
y una proteína pUL131A.5

la divulgación describe también una pluralidad de ácidos nucleicos recombinantes que comprenden: una primera 
molécula de ácido nucleico recombinante que puede codificar una proteína gL; una segunda molécula de ácido 
nucleico recombinante que puede codificar una proteína gH; y una o más de una tercera molécula de ácido nucleico 
recombinante que puede codificar una o más proteínas adicionales de HCMV. Preferentemente, dicha primera, 
segunda y/o tercera molécula(s) de ácidos nucleicos recombinantes: (a) puede no ser una molécula de ARN 10
autorreplicante; (b) puede no ser un(os) replicón(ones) de alfavirus; (c) puede no codificar ninguna proteína no 
estructural del alfavirus, tal como NSP1, NSP2, NSP3 y NSP4; (d) puede no contener: un Sitio interno de entrada al 
ribosoma (IRES), tal como EMCV o EV71; y/o (e) puede no contener un sitio 2A vírico, tal como FMDV.

La tercera molécula de ácido nucleico recombinante puede codificar una proteína gO o las proteínas pUL128, pUL130 
y pUL131A del complejo de la invención. Por tanto, las secuencias que codifican cada polipéptido individual en un 15
complejo pueden estar presentes en una única molécula de ácido nucleico, o distribuirse entre dos o más moléculas 
de ácidos nucleicos.

la divulgación describe también una pluralidad de ácidos nucleicos recombinantes que comprenden: (i) una primera 
molécula de ácido nucleico recombinante que puede codificar una proteína gL (ii) una segunda molécula de ácido 
nucleico recombinante que puede codificar una proteína gH (iii) una tercera molécula de ácido nucleico recombinante 20
que puede codificar una proteína pUL128 (iv) una cuarta molécula de ácido nucleico recombinante que puede codificar 
una proteína pUL130 y (v) una quinta molécula de ácido nucleico recombinante que puede codificar una proteína 
pUL131A. Preferentemente, dicha primera, segunda, tercera, cuarta y/o quinta molécula(s) de ácidos nucleicos 
recombinantes: (a) puede no ser una molécula de ARN autorreplicante; (b) puede no ser un(os) replicón(ones) de 
alfavirus; (b) puede no codificar proteínas no estructurales de alfavirus, tal como NSP1, NSP2, NSP3 y NSP4; (c) 25
puede no contener: un Sitio interno de entrada al ribosoma (IRES), tal como EMCV o EV71; y/o (d) puede no contener 
un sitio 2A vírico, tal como FMDV.

Las moléculas de ácidos nucleicos que codifican una proteína gH del complejo de la invención pueden tener diversos 
grados de identidad con la SEQ ID NO: 24 tal como al menos 89 %, 90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 
98 % o 99 % de identidad con la secuencia enumerada en la SEQ ID NO: 24. Las moléculas de ácidos nucleicos que 30
codifican una proteína gL del complejo de la invención pueden tener diversos grados de identidad con la SEQ ID NO: 
25 tal como al menos 89 %, 90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 % o 99 % de identidad con la 
secuencia enumerada en la SEQ ID NO: 25. Las moléculas de ácidos nucleicos que codifican una proteína pUL128 
del complejo de la invención pueden tener diversos grados de identidad con la SEQ ID NO: 26 tal como al menos 
74 %, 76 %, 78 %, 80 %, 82 %, 84 %, 86 %, 88 %, 90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 % o 99 % de 35
identidad con la secuencia enumerada en la SEQ ID NO: 26. Las moléculas de ácidos nucleicos que codifican una 
proteína pUL130 del complejo de la invención pueden tener diversos grados de identidad con la SEQ ID NO: 27 tal 
como al menos 74 %, 76 %, 78 %, 80 %, 82 %, 84 %, 86 %, 88 %, 90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 
98 % o 99 % de identidad con la secuencia enumerada en la SEQ ID NO: 27. Las moléculas de ácidos nucleicos que 
codifican una proteína pUL131A del complejo de la invención pueden tener diversos grados de identidad con la SEQ 40
ID NO: 28 tal como al menos 74 %, 76 %, 78 %, 80 %, 82 %, 84 %, 86 %, 88 %, 90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 
96 %, 97 %, 98 % o 99 % de identidad con la secuencia enumerada en la SEQ ID NO: 28.

Los ácidos nucleicos pueden comprender ADN genómico y/o ADNc. A diferencia del ADNc, el ADN genómico puede 
contener intrones. Algunos genes se expresan más eficazmente cuando están presentes intrones. Los genes UL128 
y UL131A genómicos consisten cada uno en dos exones, mientras que UL130 no contiene ningún intrón. Si se usan 45
las secuencias genómicas, las proteínas que se producen dependerán del corte y empalme, que puede variar de 
acuerdo con cual sistema de expresión se usa.

La divulgación describe vectores que comprende dichos ácidos nucleicos, en el que dichos vectores incluyen 
promotores y terminadores adecuados. Dichas moléculas de ácidos nucleicos recombinantes pueden ser plásmidos,
o pueden incorporarse en el genoma de una célula. Los promotores en estos vectores pueden ser promotores de 50
HCMV o promotores no de HCMV.

La divulgación describe también un procedimiento para expresar un complejo de proteínas de membrana de HCMV 
que comprende gH, gL y al menos una glicoproteína más de HCMV introduciendo una o más moléculas de ácidos 
nucleicos recombinantes que codifican gH, gL y al menos una glicoproteína más de HCMV en un sistema de expresión; 
que expresa dicho una o más ácidos nucleicos en dicho sistema de expresión; y purificar dicho complejo de proteínas 55
de membrana de HCMV. En algunas realizaciones, este procedimiento comprende transfectar células con una primera 
construcción de ácido nucleico que codifica: cualquiera de las proteínas gH, gL, pUL128, pUL130 y pUL131A del 
complejo de la invención o las proteínas gH, gL y gO. Este procedimiento puede comprender transfectar células con 
una primera construcción de ácido nucleico que codifica una proteína gH del complejo de la invención, una segunda 
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construcción de ácido nucleico que codifica una proteína gL del complejo de la invención; y una o más de una tercera 
construcción(ones) de ácidos nucleicos que codifica(n) una o más glicoproteína(s) de HCMV del complejo de la 
invención. este procedimiento puede comprender también transfectar células con una primera construcción de ácido 
nucleico que codifica una proteína gH del complejo de la invención y una proteína gL de la invención; y una segunda 
construcción(ones) de ácidos nucleicos que codifica(n) una o más glicoproteína(s) de HCMV adicionales de la 5
invención, tales como gO o pUL128, pUL130 y pUL131A.

Dicho complejo de proteínas de membrana de HCMV puede expresarse en una célula de mamífero. Dicho complejo 
de proteínas de membrana aislado de HCMV puede purificarse opcionalmente.

Células de la invención

La divulgación describe también una célula que expresa una molécula de ácido nucleico o una pluralidad de moléculas 10
de ácidos nucleicos, en la que dicha célula no comprende el genoma completo de HCMV. Dicha célula puede 
transformarse de manera estable con dicha molécula de ácido nucleico o una pluralidad de moléculas de ácidos 
nucleicos de la invención. Preferentemente, Dicha célula es una célula de mamífero, por ejemplo, una célula CHO.

La divulgación describe una célula que comprende gH, gL y al menos una glicoproteína de HCMV adicional, en la que 
dicha célula no contiene el genoma de HCMV y/o no produce viriones de HCMV y/o no expresa cualquier proteína de 15
HCMV sin envoltura.

Aislamiento y purificación de complejos de proteínas de membranas

Los complejos de la invención se preparan y se usan preferentemente en forma aislada. El término "aislado", como se 
usa en el presente documento significa retirado de su entorno natural. Por lo tanto, un "complejo de proteínas de 
membrana de HCMV aislado" no abarca el complejo de proteínas de membrana de HCMV sobre la superficie de las 20
células infectadas por HCMV o en un virión de HCMV infeccioso.

Utilizando los procedimientos de expresión descritos en los ejemplos, los complejos de la invención pueden producirse 
a altos rendimientos. [Véase anteriormente].

La divulgación describe procedimientos para purificar los complejos de membrana de HCMV de la invención. Dichos 
procedimientos de la invención permiten la producción del complejo de proteínas de membrana de HCMV con una 25
pureza de >85 %, > 86 %, > 87 %, > 88 %, > 89 %, > 90 %, > 91 %, > 92 %, > 93 %, >94 % o >95 % de la proteína 
total por la masa, como se determinó mediante la electroforesis en gel. Estos altos niveles de pureza hacen a los 
complejos adecuados para su uso como un inmunógeno en aplicaciones diagnósticas o como un antígeno en 
formulaciones de vacuna. La divulgación describe un procedimiento para purificar un complejo de proteínas de 
membrana de HCMV aislado de la invención, en el que dicha purificación comprende una o más etapas 30
cromatográficas. Dichas etapas cromatográficas pueden comprender cromatografía de afinidad, tal como 
cromatografía de afinidad de Ni2+ y/o cromatografía de exclusión molecular.

Composiciones

La invención proporciona también composiciones que comprenden los complejos de proteínas de membrana de HCMV 
aislados de la invención. La divulgación describe composiciones que comprenden los complejos de proteínas de 35
membrana de HCMV purificadas de la invención.

El complejo de proteínas de membrana de HCMV pueden incorporarse en una composición inmunógena, o una 
composición de vacuna. Dichas composiciones se pueden usar para sensibilizar anticuerpos en un mamífero (por 
ejemplo, un ser humano).

La divulgación describe composiciones farmacéuticas que comprenden un complejo de proteínas de membrana de 40
HCMV de la invención. De forma similar, la divulgación describe procedimientos para preparar una composición 
farmacéutica que implican combinar un complejo de proteínas de membrana de HCMV de la invención con un 
transportador farmacéuticamente aceptable.

Además de sus antígenos, las composiciones inmunógenas y las farmacéuticas que se describen en la divulgación 
incluyen normalmente un transportador farmacéuticamente aceptable, y está disponible una minuciosa descripción de 45
dichos transportadores en Remington: The Science and Practice of Pharmacy.

el pH de la composición está usualmente entre 6 y 8, y más preferentemente entre 6,5 y 7,5 (por ejemplo, 
aproximadamente 7). Se puede mantener un pH estable mediante el uso de un tampón, por ejemplo un tampón Tris, 
un tampón citrato, un tampón fosfato, o un tampón histidina. Por tanto, la composición incluirá generalmente un 
tampón.50

La composición puede ser estéril y/o exenta de pirógenos. Las composiciones pueden ser isotónicas con respecto a 
los seres humanos.

La composición comprende una cantidad inmunológicamente eficaz del(de los) antígeno(s) al(a los) que se hace 
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referencia. Una 'cantidad inmunológicamente eficaz' es una cantidad que, cuando se administra a un sujeto, es eficaz 
para estimular una respuesta de anticuerpos contra el antígeno. Esta cantidad puede variar dependiendo de la salud 
y condiciones físicas del individuo a tratar, su edad, la capacidad del sistema inmunitario del individuo para sintetizar 
anticuerpos, el grado de protección deseado, la formulación de la vacuna, la evaluación de la situación médica por 
parte del médico a cargo del tratamiento y otros factores relevantes. Se espera que la cantidad esté dentro de un 5
intervalo relativamente amplio que pueda determinarse a través de pruebas habituales. El contenido de antígeno de 
las composiciones de la invención se expresará generalmente en términos de la masa de proteína por dosis. Puede 
ser útil una dosis de 10-500 µg (por ejemplo, 50 µg) por antígeno.

Las composiciones inmunógenas pueden incluir un adyuvante inmunitario. Por lo tanto, por ejemplo, pueden incluir un 
adyuvante de una sal de aluminio o una emulsión de aceite en agua (por ejemplo, una emulsión de aceite en agua 10
que comprende escualeno, tal como MF59 o AS03). Las sales de aluminio adecuadas incluyen hidróxidos (por ejemplo, 
oxihidróxidos), fosfatos (por ejemplo, hidroxifosfatos, ortofosfatos), (por ejemplo, véanse los capítulos 8 y 9 de Vaccine 
Design... (1995) eds. Powell y Newman. ISBN: 030644867X. Plenum) o las mezclas de las mismas. Las sales pueden 
tomar cualquier forma adecuada (por ejemplo, geles, cristalinas, amorfas, etc.), prefiriéndose la adsorción del antígeno 
a la sal. La concentración de Al+++ en una composición para la administración a un paciente es preferentemente inferior 15
a 5 mg/ml, por ejemplo, <4 mg/ml, <3 mg/ml, <2 mg/ml, <1 mg/ml, etc. Un intervalo preferido es entre 0,3 y 1 mg/ml. 
Se prefiere un máximo de 0,85 mg/dosis. Los adyuvantes de hidróxido de aluminio y fosfato de aluminio son 
particularmente adecuados para su uso con la invención.

Un adyuvante inmunitario adecuado comprende un compuesto de Fórmula (I) como se define en el documento 
WO2011/027222, o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, adsorbida en una sal de aluminio. Se pueden 20
usar muchos adyuvantes adicionales, incluyendo cualquiera de los desvelados en Powell y Newman (1995).

Las composiciones pueden incluir un agente antimicrobiano, particularmente cuando se envasan en un formato de 
dosis múltiples. Los agentes antimicrobianos tales como tiomersal y 2-fenoxietanol se encuentran comúnmente en 
vacunas, pero se prefiere usar tanto un conservante exento de mercurio como un no conservante en todo.

Las composiciones pueden comprender detergente, por ejemplo, un polisorbato, tal como polisorbato 80. Los 25
detergentes están generalmente presentes a bajos niveles, por ejemplo, <0,01 %.

Las composiciones pueden incluir sales de sodio (por ejemplo, cloruro de sodio) para proporcionar tonicidad. Una 
concentración de 10+2 mg/ml de NaCl es típica, por ejemplo, aproximadamente 9 mg/ml.

Las composiciones de la invención se administrarán generalmente directamente a un sujeto. La administración directa 
puede llevarse a cabo mediante inyección parenteral (por ejemplo por vía subcutánea, intraperitoneal, intravenosa, 30
intramuscular, o al espacio intersticial de un tejido), o mediante cualquier otra ruta adecuada. Se prefiere la 
administración intramuscular, por ejemplo, al muslo o parte superior del brazo. La inyección puede ser a través de una 
aguja (por ejemplo, una aguja hipodérmica), pero también se puede usar como alternativa la inyección sin aguja. Un 
volumen de dosis intramuscular habitual es de 0,5 ml.

La administración puede implicar una pauta en una sola dosis o una pauta en múltiples dosis.35

El sujeto que se inmuniza es un ser humano, que puede tener cualquier edad, por ejemplo, 0-12 meses de edad, 1-5 
años de edad, 5-18 años de edad, 18-55 años de edad o más de 55 años de edad.

Las vacunas de la invención pueden ser profilácticas (es decir, para prevenir la enfermedad) o terapéuticas (es decir, 
para reducir o eliminar los síntomas de la enfermedad).

Los complejos de proteínas de membrana de HCMV aislados y/o purificados descritos en el presente documento 40
pueden administrarse solos o como cualquier cebado o refuerzo en regímenes de modalidad mixta, tales como un 
cebado de ARN seguido por un refuerzo de proteínas. Los beneficios de la estrategia de cebado del ARN cebado de 
las proteínas, en comparación con una estrategia de cebado de proteínas cebado de proteínas, incluyen, por ejemplo, 
títulos de anticuerpos aumentados, un perfil de los subtipos de IgG1:IgG2a más equilibrado, la inducción de una 
respuesta inmunitaria mediada por linfocitos T CD4+ de tipo TH1 que era similar a la de las partículas víricas, y una 45
producción reducida de anticuerpos no neutralizantes. El cebado del ARN puede aumentar la inmunogenicidad de las 
composiciones con respecto a si contienen o no un adyuvante.

En la estrategia de cebado del ARN-refuerzo de proteínas, el ARN y las proteínas se dirigen al mismo antígeno diana. 
Los ejemplos de modos adecuados de administrar los ARN incluyen partículas de replicones análogas a virus (VRP), 
ARN de alfavirus, replicones encapsulados en nanopartículas lipídicas (LNP) o ARN formulados, tales como replicones 50
formulados con nanoemulsiones catiónicas (CNE). En el documento WO2012/006380 se desvelan nanoemulsiones 
de aceite en agua catiónicas adecuadas que comprenden, por ejemplo, un núcleo de aceite (por ejemplo, que 
comprende escualeno) y un lípido catiónico (por ejemplo, DOTAP, DMTAP, DSTAP, DC-colesterol,colesterol, etc.).

El documento WO2012/051211 desvela que se producen anticuerpos contra el complejo pentamérico en ratones que 
se han inmunizado con VRP y ARN formulados (CNE y LNP) que codifican los constituyentes de las proteínas del 55
complejo pentamérico. Se ha descubierto que estos anticuerpos son capaces de neutralizar la infección por HCMV en 
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células epiteliales. El régimen de cebado del ARN-refuerzo de proteínas puede implicar en primer lugar (por ejemplo, 
en las semanas 0-8) llevar a cabo una o más inmunizaciones de cebado con ARN (que podrían administrarse como 
VRP, LNP, CNE, etc., que codifican uno o más de los componentes de las proteínas de un complejo de proteínas de 
membrana de HCMV de la invención y a continuación llevar a cabo una o más inmunizaciones de refuerzo (por 
ejemplo, en las semanas 24-58) con: un complejo de proteínas de membrana de HCMV aislado de la invención, 5
formulado opcionalmente con un adyuvante o un complejo de proteínas de membrana de HCMV purificado de la 
invención, formulado opcionalmente con un adyuvante.

La divulgación describe una composición inmunógena que comprende: una molécula de ARN autorreplicante que 
codifica un primer antígeno polipeptídico de HCMV que comprende un primer epítopo; y un segundo antígeno 
polipeptídico de HCMV que comprende un segundo epítopo. La divulgación se refiere también a kits que comprenden: 10
(i) una composición de cebado que comprende una molécula de ARN autorreplicante que codifica un primer antígeno 
polipeptídico que comprende un primer epítopo de un patógeno; y (ii) una composición de refuerzo que comprende un 
segundo antígeno polipeptídico que comprende un segundo epítopo del patógeno.

se pueden seleccionar de forma independiente antígenos entre el grupo que consiste en gB, gH, gL, gO, pUL128, 
pUL130 y pUL131A. Dicho primer antígeno polipeptídico de HCMV es preferentemente un complejo de proteínas de 15
membrana de HCMV tal como el complejo gH/gL/gO trimérico o el complejo pentamérico de la invención.

Dicho segundo antígeno polipeptídico de HCMV es preferentemente: un complejo de proteínas de membrana de 
HCMV aislado tal como el complejo gH/gL/gO trimérico o el complejo pentamérico de la invención o un complejo de 
proteínas de membrana de HCMV purificado como se describe en el presente documento, tal como el complejo 
gH/gL/gO trimérico o el complejo pentamérico de la invención.20

El primer y el segundo antígenos polipeptídicos pueden ser sustancialmente el mismo. El primer antígeno polipeptídico 
puede ser un polipéptido soluble o un polipéptido anclado en membrana, y el segundo antígeno polipeptídico puede 
ser un polipéptido soluble. El primer antígeno polipeptídico puede ser un polipéptido de fusión. El segundo antígeno 
polipeptídico puede ser un polipéptido de fusión. El ARN autorreplicante puede ser un replicón de ARN derivado de 
alfavirus.25

La molécula de ARN autorreplicante puede comprender uno o más nucleótidos modificados. En algunas realizaciones, 
la molécula de ARN autorreplicante codifica un complejo de proteínas de membrana de HCMV tal como el complejo 
gH/gL/gO trimérico o el complejo pentamérico de la invención. En algunas realizaciones, el segundo antígeno 
polipeptídico es un complejo de proteínas de membrana de HCMV purificado tal como un complejo gH/gL/gO trimérico 
o un complejo pentamérico purificado de la invención.30

En algunos aspectos de la divulgación, la molécula de ARN se encapsula, se une o se adsorbe en un lípido catiónico, 
un liposoma, un cocleato, un virosoma, un complejo inmunoestimulador, una micropartícula, una microesfera, una 
nanoesfera, una vesícula unilamelar, una vesícula multilamelar, una emulsión de aceite en agua, una emulsión de 
agua en aceite, un emulsoma, un péptido policatiónico, una nanoemulsión catiónica de las mismas.

En algunos aspectos adicionales, la composición de cebado del kit o la composición inmunógena comprende además 35
un lípido catiónico, un liposoma, un cocleato, un virosoma, un complejo inmunoestimulador, una micropartícula, una 
microesfera, una nanoesfera, una vesícula unilamelar, una vesícula multilamelar, una emulsión de aceite en agua, una 
emulsión de agua en aceite, un emulsoma, un péptido policatiónico, o una nanoemulsión catiónica.

Anticuerpos de la divulgación

La divulgación describe anticuerpos que reconocen un complejo de proteínas de membrana de HCMV aislado y/o 40
purificado, pero que no se une a cualquiera de los polipéptidos gH, gL, gO, pUL128, pUL130 o pUL131A aislados y/o 
no se une a los heterodímeros gH-gL aislados.

Como se describe a continuación, Los anticuerpos pueden ser anticuerpos humanos o humanizados y/o pueden ser 
anticuerpos monoclonales o policlonales.

Los anticuerpos pueden ser policlonales o monoclonales. Los anticuerpos monoclonales (mAb) se prefieren para 45
muchas situaciones. El término "monoclonal" como se usó originalmente en relación con anticuerpos se refiere a los 
anticuerpos producidos por una única línea clonal de células inmunitarias, en oposición a anticuerpos "policlonales" 
que, aunque reconocen todos la misma proteína diana, se produjeron por linfocitos B diferentes y se dirigirían a 
diferentes epítopos en esta proteína. Como se usa en el presente documento, la palabra "monoclonal" no implica 
ningún origen celular concreto, pero se refiere a cualquier población de anticuerpos que muestra una única 50
especificidad y afinidad de unión por un epítopo particular en la misma proteína diana. Esta utilización es normal en la 
técnica.

Por tanto, se puede producir un mAb usando cualquier sistema de síntesis de proteínas adecuado, incluyendo células 
inmunitarias, células no inmunitarias, sistemas acelulares, etc. Un mAb puede por tanto producirse mediante una 
variedad de técnicas, incluyendo la metodología convencional de anticuerpos monoclonales (por ejemplo, la técnica 55
convencional de hibridación de células somáticas de Kohler y Milstein), mediante transformación vírica u oncogénica 
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de linfocitos B, mediante síntesis combinatoria, expresión en fagos, etc. Por tanto los anticuerpos pueden sensibilizarse 
in vivo utilizando: un complejo de proteínas de membrana de HCMV aislado de la invención como un antígeno o un 
complejo de proteínas de membrana de HCMV purificado como un antígeno. El animal que genera los anticuerpos 
puede ser un ratón, una rata, un conejo, una cabra, etc. Como un enfoque alternativo, los anticuerpos pueden 
identificarse usando procedimientos de selección in vitro, tales como la expresión en fagos de los anticuerpos.5

Los anticuerpos pueden tomar diversas formas. Por ejemplo, pueden ser anticuerpos nativos, como se encuentran 
naturalmente en mamíferos. Los anticuerpos nativos están constituidos por cadenas pesadas y cadenas ligeras. Las 
cadenas pesada y ligera se dividen en dominios variables y dominios constantes. La capacidad de diferentes 
anticuerpos de reconocer diferentes antígenos surge de las diferencias en sus dominios variables, en las cadenas 
ligera y pesada. Las cadenas ligeras de anticuerpos nativos en especies de vertebrados son tanto kappa (k) como 10
lambda (λ), basándose en la secuencia de aminoácidos de sus dominios constantes. El dominio constante de las 
cadenas pesadas de un anticuerpo nativo será α, δ, ε, γ o µ, que sensibilizan respectivamente a los anticuerpos de la 
clase IgA, IgD, IgE, IgG, o IgM. Las clases pueden dividirse además en subclases o isotipos, por ejemplo, IgG1, IgG2, 
IgG3, IgG4, IgA, IgA2, etc. Los anticuerpos pueden también clasificarse por el alotipo, por ejemplo una cadena pesada 
γ puede tener el alotipo G1m a, f, x o z, el alotipo G2m n, o el alotipo G3m b0, b1, b3, b4, b5, c3, c5, g1, g5, s, t, u, o 15
v; una cadena ligera k puede tener un alotipo Km(1), Km(2) o Km(3). Un anticuerpo IgG nativo tiene dos cadenas 
ligeras idénticas (un dominio constante CL y un dominio variable VL) y dos cadenas pesadas idénticas (tres dominios 
constantes CH1, CH2 y CH3 y un dominio variable VH), que se mantienen juntos mediante puentes disulfuro. El 
dominio y las estructuras tridimensionales de las diferentes clases de anticuerpos nativos son bien conocidos.

Cuando un anticuerpo tiene una cadena ligera con un dominio constante, puede ser una cadena ligera k o λ. Cuando 20
un anticuerpo tiene una cadena pesad con un dominio constante, puede ser una cadena pesada α, δ, ε, γ o µ. Se 
prefieren las cadenas pesadas de la clase γ, (es decir, los anticuerpos IgG).

Los anticuerpos pueden ser fragmentos de anticuerpos nativos que retienen la actividad de unión a antígeno. Por 
ejemplo, La digestión con papaína de anticuerpos nativos produce dos fragmentos de unión a antígeno idénticos, 
denominados fragmentos "Fab", cada uno con un único sitio de unión a antígeno, y un fragmento "Fc" residual, sin 25
actividad de unión a antígeno. El tratamiento con pepsina da como resultado un fragmento "F(ab’)2" que tiene dos 
sitios de unión a antígeno. "Fv" es el fragmento mínimo de un anticuerpo nativo que contiene un sitio de unión a 
antígeno completo, que consiste en un dímero de una cadena pesad y un dominio variable de cadena ligera. Por tanto, 
un anticuerpo puede ser Fab, Fab’, F(ab')2, Fv, o cualquier otro tipo, de fragmento de un anticuerpo nativo.

Un anticuerpo puede ser un "Fv monocatenario" ("scFv" o "sFv"), que comprende un dominio VH y VL como una única 30
cadena polipeptídica. Normalmente, los dominios VH y VL se unen mediante un enlazador polipeptídico corto (por 
ejemplo >12 aminoácidos) entre los dominios VH y VL que permite al scFv formar la estructura deseada para la unión 
al antígeno. Una manera típica de expresar las proteínas scFv, al menos para la selección inicial, es en el contexto de 
una biblioteca de expresión en fagos u otra biblioteca combinatoria. Múltiples scFV se pueden unir e una única cadena 
polipeptídica.35

Un anticuerpo puede ser un "diacuerpo" o un "triacuerpo" etc., que comprende múltiples fragmentos de Fv (scFv) 
enlazados. Mediante el uso de un enlazador entre los dominios VH y VL que es demasiado corto para permitirles 
emparejarse entre sí (por ejemplo <12 aminoácidos), en su lugar, se fuerza a que los dominios se emparejen con los 
dominios complementarios de otro fragmento Fv, y crear de esta forma dos sitios de unión a antígeno. Estos 
anticuerpos pueden incluir dominios CH y/o CL.40

Un anticuerpo puede ser un único dominio variable o anticuerpo VHH. Los anticuerpos que se encuentran de forma 
natural en los camélidos (por ejemplo, camellos y llamas) y en tiburones que contienen una cadena pesada pero no 
una cadena ligera. De esta forma, el reconocimiento del antígeno se determina mediante un único dominio variable, a 
diferencia de un anticuerpo de mamífero natural. El dominio constante de dichos anticuerpos se puede omitir a la vez 
que se retiene la actividad de unión a antígeno. Una forma de expresar anticuerpos de dominio variable único, al 45
menos para la selección inicial, es en el contexto de una biblioteca de expresión en fagos u otra biblioteca combinatoria.

Un anticuerpo puede ser un "anticuerpo de dominio" (dAb). Dichos dAbs están basados en los dominios variables de 
una cadena tanto pesada como ligera de un anticuerpo humano y tiene un peso molecular de aproximadamente 13 
kDa (menos de una décima el tamaño de un anticuerpo completo). Al emparejar las cadenas ligera y pesada de dAbs 
que reconocen diferentes dianas, se pueden preparar anticuerpos con especificidad doble. Los dAbs se eliminan del 50
cuerpo rápidamente y por tanto se benefician de un sistema de liberación sostenida, pero adicionalmente se pueden 
mantener en circulación mediante fusión a un segundo dAb que se une a una proteína de la sangre (por ejemplo, a 
albúmina sérica), por conjugación a polímeros (por ejemplo, a un polietilenglicol), o mediante otras técnicas.

El anticuerpo puede tener una estructura principal que está basada en el dominio de fibronectina de tipo III (por 
ejemplo, una adnectina o trinectina. La estructura principal de tipo fibronectina no es una inmunoglobulina, aunque el 55
pliegue global está estrechamente relacionado con el del menor fragmento de anticuerpo funcional. Debido a esta 
estructura, el anticuerpo no de inmunoglobulina imita las propiedades de unión al antígeno que tienen una naturaleza 
y afinidad similares a las de los anticuerpos naturales. El dominio FnIII tiene 7 u 8 cadenas beta que están distribuidas 
entre dos beta láminas, que ellas mismas se repliegan entre sí para formar el núcleo de la proteína, y que además 
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contienen bucles (análogos a las CDR de anticuerpos) que conectan las cadenas beta entre sí y están expuestas a 
disolvente. Existen al menos tres de estos bucles en cada borde del sándwich de la beta lámina, donde el borde es el 
límite de la proteína perpendicular a la dirección de las cadenas beta. Los bucles FnIII se pueden sustituir por CDR de 
inmunoglobulinas usando técnicas de clonación convencionales, y se pueden usar en estrategias de aleatorización de 
bucles y de intercambio in vitro que es similar al proceso de maduración por afinidad de los anticuerpos in vivo. La 5
cadena principal de FnIII se puede basar sobre el décimo módulo de la fibronectina de tipo III (es decir, 10Fn3).

Así, el término "anticuerpo", como se usa en el presente documento, abarca una gama de proteínas que tienen 
diversas características estructurales, pero que incluyen habitualmente al menos un dominio de inmunoglobulina, 
teniendo un pliegue de proteína toda β con 2 capas intercaladas de β hebras antiparalelas dispuestas en dos β láminas.

Los anticuerpos pueden incluir un único sitio de unión a antígeno (por ejemplo, como fragmento Fab o un scFv) o 10
múltiples sitios de unión a antígeno (por ejemplo, como en un fragmento F(ab')2, o un diacuerpo o un anticuerpo 
natural). Cuando un anticuerpo tiene más de un sitio de unión a antígeno, entonces, ventajosamente puede dar como 
resultado la reticulación de los antígenos.

Cuando un anticuerpo tiene más de un sitio de unión a antígeno, el anticuerpo puede ser monoespecífico (es decir, 
todos los sitios de unión a antígeno reconocen el mismo antígeno) o puede ser multiespecífico (es decir, los sitios de 15
unión a antígeno reconocen más de un antígeno).

Un anticuerpo puede incluir una sustancia no proteínica (por ejemplo, mediante la conjugación covalente. Por ejemplo, 
un anticuerpo puede incluir un radioisótopo (por ejemplo, los productos ZEVALIN™ y BEXXAR™ incluyen los isótopos 
90Y e 131I, respectivamente. Como ejemplo adicional, un anticuerpo puede incluir una molécula citotóxica, por ejemplo, 
MYLOTARG™ se une a la N-acetil-γ caliqueamicina, una toxina bacteriana. Como ejemplo adicional, un anticuerpo 20
puede incluir un polímero covalentemente unido, por ejemplo, se ha notificado que la unión de polioles polioxietilenados 
o de polietilenglicol (PEG) para aumentar la semivida en circulación de los anticuerpos.

En algunos aspectos de la divulgación, un anticuerpo puede incluir uno o más dominios constantes (por ejemplo, que 
incluye dominios CH o CL). Como se ha mencionado anteriormente, los dominios constantes pueden formar cadena 
ligera k o λ o una cadena pesada α, δ, ε, γ o µ. Cuando un anticuerpo incluye un dominio constante, puede ser un 25
dominio constante natural o un dominio constante modificado. Una cadena pesada puede incluir tanto tres (como en 
las clases α, γ, δ) o cuatro (como en las clases µ, ε) dominios constantes. Los dominios constantes no están implicados 
directamente en la interacción de unión entre un anticuerpo y un antígeno, pero pueden proporcionar varias funciones 
efectoras, incluidas, aunque no de forma limitativa: la participación del anticuerpo en la citotoxicidad celular 
dependiente de anticuerpo (ADCC); unión de C1q; citotoxicidad dependiente del complemento; unión al receptor Fc; 30
fagocitosis; y regulación por defecto de los receptores de la superficie celular.

Los dominios constantes pueden formar una "región Fc", que es la región del extremo C de una cadena pesada del 
anticuerpo natural. Cuando un anticuerpo incluye una región Fc, puede ser un región Fc natural o una región Fc 
modificada. Una región Fc es importante para algunas funciones de anticuerpos, por ejemplo, la actividad de 
HERCEPTIN™ es dependiente de Fc. Aunque los límites de la región Fc de un anticuerpo natural pueden variar, la 35
región Fc de la cadena pesada de IgG se define usualmente para extenderse desde el resto de aminoácido en la 
posición Cys226 o Pro230 hasta el extremo C de la cadena pesada. La región Fc es capaz, de forma típica, de unirse 
a uno o más de los receptores Fc, tales como FcγRI (CD64), a FcγRII (por ejemplo FcγRIIA, FcγRIIB1, FcγRIIB2, 
FcγRIIC), un FcγRIII (por ejemplo, FcγRIIIA, FcγRIIIB), un FcRn, FcaR (CD89), FcδR, FcµR, un FcεRI (por ejemplo, 
FcεRIαβγ2 o FcεRIαγ2), FcεRII (por ejemplo, FcεRIIA o FcεRIIB), etc. La región Fc también puede ser capaz de unirse, 40
o de forma alternativa, a una proteína del complemento, tal como C1q. Las modificaciones en la región Fc de un 
anticuerpo se pueden usar para cambiar una o varias de sus funciones efectoras, por ejemplo, para aumentar o 
disminuir la afinidad de unión a antígeno.

Los anticuerpos típicamente estarán glicosilados. Los glicanos con N-unión unidos al dominio CH2 de una cadena 
pesada, por ejemplo, pueden alterar la unión a C1q y FcR, donde los anticuerpos aglicosilados tienen menor afinidad 45
por estos receptores. La estructura del glicano también puede alterar la actividad, por ejemplo, diferencias en la muerte 
celular mediada por el complemento que se puede considerar dependiente del número de unidades de galactosa (0, 
1 o 2) en el extremo de una cadena bilobulada del glicano. Los glicanos de un anticuerpo preferentemente no producen 
una respuesta inmunogénica en seres humanos tras la administración.

Los anticuerpos se pueden preparar en una forma exenta de productos con los que estarían asociados de forma 50
natural. Los componentes contaminantes del entorno natural de un anticuerpo incluyen materiales tales como enzimas, 
hormonas, u otras proteínas de las células hospedadoras.

Los anticuerpos útiles tienen constantes de afinidad nanomolar o picomolar por sus antígenos diana, por ejemplo 10-

9 M, 10-10 M, 10-11 M, 10-12 M, 10-13 M o más rigurosas). Dichas afinidades se pueden determinar usando técnicas 
analíticas convencionales, por ejemplo, usando técnicas de resonancia del plasmón superficial tales como se 55
implementan en la instrumentación BIAcore™ y que se aplican de acuerdo con las instrucciones del fabricante.

El anticuerpo monoclonal utilizado en la invención puede ser un anticuerpo humano, un anticuerpo humanizado, un 
anticuerpo quimérico o (por ejemplo, con fines veterinarios) un anticuerpo no humano.
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En algunos aspectos de la divulgación, los anticuerpos son mAb humanos. Estos se pueden preparar por varios 
medios. Por ejemplo, los linfocitos B humanos que producen un antígeno de interés se pueden inmortalizar, por 
ejemplo, por infección con el virus de Epstein-Barr (VEB), opcionalmente en presencia de un activador de linfocitos B 
policlonales. Los anticuerpos monoclonales humanos también se pueden producir en hospedadores no humanos 
sustituyendo el sistema inmunitario propio del hospedador por un sistema inmunitario humano funcional, por ejemplo, 5
en ratones Scid o ratones Trimera. Los ratones transgénicos y transcromosómicos se han utilizado satisfactoriamente 
para generar anticuerpos monoclonales humanos, incluido el "ratón humab" de Medarex y el "xenoratón" de Abgenix, 
que se denominan en conjunto en el presente documento "ratones Ig humanos". La expresión en fagos también se ha 
utilizado satisfactoriamente con este fin. A diferencia de los anticuerpos no humanos, los anticuerpos humanos no 
desencadenarán una respuesta inmunitaria dirigida contra sus dominios constantes cuando se administran a seres 10
humanos. Asimismo, los dominios variables de estos anticuerpos humanos son totalmente humanos (especialmente, 
las regiones marco de los dominios variables son totalmente humanos, además de las regiones determinantes de la 
complementariedad [CDRs]) y por tanto no desencadenarán una respuesta inmunitaria dirigida contra las regiones 
marco del dominio variable cuando se administran a seres humanos (salvo, potencialmente, para cualquier respuesta 
antiidiotípica). Los anticuerpos humanos no incluyen ninguna secuencia que no tenga origen humano.15

En algunos aspectos de la divulgación, los anticuerpos son mAb humanizados, mAb con CDR injertadas o mAb 
quiméricos. Estos se pueden preparar por varios medios. Por ejemplo, se pueden preparar basándose en la secuencia 
de un anticuerpo monoclonal no humano (por ejemplo, murino). El ADN que codifica las cadenas ligera y pesada de 
la inmunoglobulina no humana se puede obtener y genomanipular para contener secuencias de inmunoglobulina no 
murinas (por ejemplo, humanas) usando técnicas convencionales de biología molecular. Por ejemplo, para crear un 20
anticuerpo quimérico, las regiones variables de murino se pueden unir a las regiones constantes humanas usando 
procedimientos conocidos en la técnica. Para crear un anticuerpo con CDR injertadas, las regiones CDR murinas se 
pueden insertar en un marco humano. Para crear un anticuerpo humanizado, uno o más restos del marco variables 
no de CDR también se alteran. Las CDR H1, H2 y H3 se pueden transferir conjuntamente a un dominio VH aceptor, 
pero también se pueden transferir adecuadamente a uno o dos de estos. De forma similar, una, dos o las tres CDR de 25
L1, L2 y L3 se pueden transferir a un dominio VL aceptor. Los anticuerpos preferidos tendrán 1, 2, 3, 4, 5 o las 6 CDR 
del donante. Cuando se transfiere solamente una CDR, típicamente no será la CDR de L2, que es habitualmente la 
más corta de las seis. Típicamente, las CDR del donante procederán todas del mismo anticuerpo humano, aunque es 
también posible mezclarlas, por ejemplo, para transferir las CDR de la cadena ligera desde un primer anticuerpo y las 
CDR de la cadena pesada desde un segundo anticuerpo.30

En algunos aspectos adicionales de la divulgación, los anticuerpos son mAb no humanos. Estos se pueden preparar 
por varios medios, por ejemplo, la técnica original de Kohler y Milstein para preparar mAb murinos.

Procedimientos para estimular los anticuerpos de la invención

La invención también proporciona un procedimiento para estimular anticuerpos que utiliza: complejos de proteínas de 
membrana de HCMV aislados de la invención o complejos de proteínas de membrana de HCMV purificados descritos 35
en la divulgación. Estos anticuerpos pueden ser humanos o estar humanizados. Preferentemente, estos anticuerpos 
son específicos de los complejos de proteínas de membrana de HCMV aislados de la invención, y no se unen a las 
gH, gL, gO, pUL128, pUL130 o pUL131A aisladas. Dichos anticuerpos se pueden usar en ensayos diagnósticos y se 
pueden marcar directa o indirectamente. En la técnica se conoce una amplia gama de marcadores de anticuerpos. En 
otros aspectos de la divulgación, los anticuerpos se pueden usar en terapia, por ejemplo, para el tratamiento de una 40
infección por HCMV y pueden estar en la forma de anticuerpos neutralizantes, que pueden inhibir o neutralizar la 
actividad biológica del antígeno.

Definiciones

"Recombinante" como se usa en el presente documento describe un polinucleótido que significa un polinucleótido 
de origen genómico, de ADNc, semisintético o sintético, en virtud de su origen o manipulación: (1) no está asociado 45
con todo o una parte del polinucleótido con el que se asocia en la naturaleza; y/o (2) está unido a un polinucleótido 
diferente que el del que se une en la naturaleza. El término "recombinante" como se usa con respecto a una 
proteína o polipéptido significa un polipéptido producido mediante la expresión de un polinucleótido recombinante.

La expresión "que comprende" abarca "que incluye", así como "que consiste", por ejemplo, una composición "que 
comprende" X puede consistir exclusivamente en X o puede incluir algo adicional, por ejemplo, X + Y.50

El término "sustancialmente" no excluye "completamente", por ejemplo, una composición que está 
"sustancialmente libre" de Y puede estar completamente libre de Y. Cuando sea necesario, la palabra 
"sustancialmente" puede omitirse de la definición de la invención.

El término "aproximadamente", en relación con un valor numérico x, es opcional y significa, por ejemplo, x±10 %.

A menos que se indique específicamente, un procedimiento que comprende una etapa de mezclado de dos o más 55
componentes no requiere ningún orden de mezcla específico. Por tanto, los componentes pueden mezclarse en 
cualquier orden. Cuando existen tres componentes entonces se pueden combinar dos componentes entre sí, y a 
continuación la combinación puede combinarse con el tercer componente, etc.
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En los casos donde se usan materiales animales (y en particular bovinos) en el cultivo de células, deben obtenerse de 
fuentes sin encefalopatías espongiformes transmisibles (EET) y, en particular, sin encefalopatía espongiforme bovina 
(EEB). En general, se requiere cultivar las células en ausencia total de materiales derivados de animales.

Cuando un compuesto se administra al organismo como parte de una composición, entonces dicho compuestos puede 
sustituirse alternativamente por un profármaco adecuado.5

La identidad de secuencia entre secuencias polipeptídicas se determina preferentemente mediante un algoritmo de 
alineación por pares que utiliza el algoritmo de alineación global de Needleman-Wunsch (Needleman y Wunsch,1970), 
que usa parámetros predeterminados (por ejemplo, penalización de apertura de hueco = 10,0 y penalización de 
extensión de hueco = 0,5, usando la matriz de puntuación EBLOSUM62). Este algoritmo se implementa 
convenientemente en la herramienta needle del paquete EMBOSS (Rice, Longden y Bleasby 2000). Se debe calcular 10
la identidad de secuencias sobre la longitud completa de la secuencia del polipéptido de la invención.

Aspectos particulares de la divulgación

Los aspectos particulares de la divulgación incluyen:

1. Un procedimiento para producir un complejo de proteínas de membrana de HCMV aislado que comprende gH, 
gL y al menos una glicoproteína de HCMV adicional, en el que dicho procedimiento comprende la expresión 15
recombinante de dicha gH, gL y al menos una glicoproteína más de HCMV.

2. El procedimiento del aspecto 1, en el que dicho procedimiento comprende la purificación del complejo de 
proteínas de membrana de HCMV.

3. Un procedimiento para expresar un complejo de proteínas de membrana de HCMV que comprende gH, gL y al 
menos una glicoproteína más de HCMV mediante:20

- introducir una o más moléculas de ácido nucleico recombinante que codifican gH, gL y al menos una 
glicoproteína más de HCMV en un sistema de expresión;

- que expresa dichos uno o más ácidos nucleicos en dicho sistema de expresión; y

- purificar dicho complejo de proteínas de membrana.

4. El procedimiento del aspecto 3, que comprende la etapa de transfectar las células con una primera construcción 25
de ácido nucleico que codifica un fragmento de gH que carece del dominio transmembrana, una segunda 
construcción de ácido nucleico que codifica la proteína gL; y una tercera construcción de ácido nucleico que codifica 
al menos una glicoproteína más de HCMV.

5. El procedimiento del aspecto 3 o del aspecto 4, en el que dicho complejo de proteínas de membrana de HCMV 
se expresa en una célula de mamífero.30

6. Un procedimiento para producir un complejo de proteínas de membrana de HCMV purificado que comprende 
gH, gL y al menos una glicoproteína más de HCMV, en el que dicho procedimiento comprende expresar dicho 
complejo de proteínas de membrana de HCMV de acuerdo con el procedimiento del aspecto 3 y purificar el 
complejo de proteínas de membrana de HCMV aislado.

7. El procedimiento de cualquier aspecto anterior, en el que el complejo de proteínas de membrana de HCMV 35
consiste de gH, gL y gO.

8. El procedimiento de cualquier aspecto anterior, en el que el complejo de proteínas de membrana de HCMV 
consiste de gH, gL, pUL128, pUL130 y pUL131A.

El procedimiento de cualquier aspecto anterior, en el que dicho gH comprende o consiste de una cualquiera de las 
secuencias citadas en las SEQ ID NOs: 1, 2, 3, 4, 6, 29 o 30; y/o dicha gL comprende o consiste de una cualquiera 40
de las secuencias citadas en las SEQ ID NOs: 7, 8, 9 o 31.

9. El procedimiento del aspecto 7, en el que dicha gO comprende o consiste de una cualquiera de las secuencias 
citadas en las SEQ ID NOs: 10, 11, 12 o 32.

10. El procedimiento del aspecto 8 o del aspecto 9, en el que dicha:

- pUL128 comprende o consiste de una cualquiera de las secuencias citadas en las SEQ ID NOs: 13, 14, 15 o 45
33;

- pUL130 comprende o consiste de una cualquiera de las secuencias citadas en las SEQ ID NOs: 16, 17 o 34; 
y/o

- pUL131A comprende o consiste de una cualquiera de las secuencias citadas en las SEQ ID NOs: 18, 19, 20 o 
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35.

11. El procedimiento de cualquier aspecto anterior, en el que dicha:

- gH comprende o consiste de secuencias que son al menos un 70 % idénticas a una cualquiera de las 
secuencias citadas en las SEQ ID NOs: 1, 2, 3, 4, 6, 29 o 30; y/o

- gL comprende o consiste de secuencias que son al menos un 70 % idénticas a una cualquiera de las 5
secuencias citadas en las SEQ ID NOs: las SEQ ID NOS: 7, 8, 9 o 31.

12. El procedimiento del aspecto 11, en el que dicha gO comprende o consiste de secuencias que son al menos 
un 70 % idénticas a una cualquiera de las secuencias citadas en las SEQ ID NOs: las SEQ ID NOS: 10, 11, 12 o 
32.

13. El procedimiento del aspecto 12, en el que dicha:10

- pUL128 comprende o consiste de secuencias que son al menos un 70 % idénticas a una cualquiera de las 
secuencias citadas en las SEQ ID NOs: 13, 14, 15 o 33;

- pUL130 comprende o consiste de secuencias que son al menos un 70 % idénticas a una cualquiera de las 
secuencias citadas en las SEQ ID NOs: 16, 17 o 34; y/o

- pUL131A comprende o consiste de secuencias que son al menos un 70 % idénticas a una cualquiera de las 15
secuencias citadas en las SEQ ID NOs: 18, 19, 20 o 35.

14. Un procedimiento para purificar un complejo de proteínas de membrana de HCMV tal como se define en uno 
cualquiera de los aspectos anteriores, en el que dicha purificación comprende una o más etapas cromatográficas.

15. El procedimiento del aspecto 14, en el que dichas etapas cromatográficas comprenden cromatografía de 
afinidad, preferentemente cromatografía de afinidad de Ni2+ y/o cromatografía de exclusión por tamaño.20

16. El procedimiento de cualquier aspecto anterior, en el que el complejo de proteínas de membrana de HCMV 
tiene una pureza >85 %, > 86 %, > 87 %, > 88 %, > 89 %, > 90 %, > 91 %, > 92 %, > 93 %, >94 % o >95 % en 
masa.

17. El procedimiento de cualquier aspecto anterior, en el que una o más de gH, gL, gO, pUL128, pUL130 y pUL131A 
de dicho complejo de proteínas de membrana de HCMV:25

- tiene un modelo de glicosilación de mamíferos; y/o

- no contienen un modelo de glicosilación de células de insectos.

18. Un complejo de proteínas de membrana de HCMV purificado que comprende gH, gL y al menos una 
glicoproteína más de HCMV.

19. Un complejo de proteínas de membrana de HCMV que comprende gH, gL y al menos una glicoproteína más 30
de HCMV, en el que dicho complejo se produce mediante el procedimiento de cualquier aspecto anterior.

20. Una composición que comprende el complejo de proteínas de membrana de HCMV aislado del aspecto 18 o 
el aspecto 19.

21. La composición del aspecto 20, en la que dicha composición no contiene poliacrilamida.

22. La composición del aspecto 20 o del aspecto 21, en la que dicha composición no contiene tegumento de HCMV 35
ni proteínas de la cápsida.

23. La composición de uno cualquiera de los aspectos 20-22, en la que la composición es un líquido.

24. La composición de uno cualquiera de los aspectos 20-23, en la que dicha composición es una composición 
inmunógena.

25. La composición inmunogénica del aspecto 24, que comprende gB.40

26. La composición inmunogénica del aspecto 25, en el que dicha gB comprende o consiste de una cualquiera de 
las secuencias citadas en las SEQ ID NOs: 21, 22, 23 o 36.

27. La composición inmunogénica del aspecto 26, en el que dicha gB comprende o consiste de una secuencia que 
es al menos un 70 % idéntica a una cualquiera de las secuencias citadas en las SEQ ID NOs: 21, 22, 23 o 36.

28. La composición inmunógena de uno cualquiera de los aspectos 25-27, en la que dicha gB:45
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- tiene un modelo de glicosilación de mamíferos; y/o

- no contiene un modelo de glicosilación de células de insectos.

29. La composición inmunógena de uno cualquiera de los aspectos 24-28, en la que dicha composición es una 
vacuna.

30. La composición inmunógena de uno cualquiera de los aspectos 24-29, que comprende un adyuvante.5

31. La composición inmunogénica del aspecto 30, en la que dicho adyuvante es una emulsión de aceite en agua 
o una sal de aluminio.

32. Una composición inmunógena que comprende:

- una molécula de ARN autorreplicante que codifica un complejo de proteínas de membrana de HCMV; y

- el complejo de proteínas de membrana de HCMV del aspecto 18 o el aspecto 19.10

33. Un kit que comprende:

- una composición de cebado que comprende una molécula de ARN autorreplicante que codifica un complejo de 
proteínas de membrana de HCMV; y

- una composición de refuerzo que comprende el complejo de proteínas de membrana de HCMV del aspecto 18 
o el aspecto 19.15

34. Una molécula de ácido nucleico recombinante que codifica gL, gH que carece de un dominio transmembrana, 
y al menos una glicoproteína más de HCMV, en la que dicho ácido nucleico recombinante:

(a) no es una molécula de ARN autorreplicante;

(b) no es un replicón de alfavirus;

(c) no codifica ninguna proteína no estructural del alfavirus, tal como NSP1, NSP2, NSP3 y NSP4;20

(d) no contiene: un Sitio interno de entrada al ribosoma (IRES), tal como EMCV o EV71; y/o

(e) no contiene un sitio vírico 2A, tal como FMDV.

35. La molécula de ácido nucleico recombinante del aspecto 34, en la que dicha molécula de ácido nucleico 
recombinante incluye:

- gL, gH que carece de un dominio transmembrana, pUL128, pUL130 y pUL131A; o25

- gL, gH que carece de un dominio transmembrana y gO.

36. Una pluralidad de ácidos nucleicos recombinantes, en la que dicha pluralidad de ácidos nucleicos 
recombinantes codifican gL, gH que carece de un dominio transmembrana, y al menos una glicoproteína más de 
HCMV, en la que una o más o toda de dicha pluralidad de ácidos nucleicos recombinantes:

(a) no es una molécula de ARN autorreplicante;30

(b) no es un replicón de alfavirus;

(c) no codifica ninguna proteína no estructural del alfavirus, tal como NSP1, NSP2, NSP3 y NSP4;

(d) no contiene: un Sitio interno de entrada al ribosoma (IRES), tal como EMCV o EV71; y/o

(e) no contiene un sitio vírico 2A, tal como FMDV.

37. La pluralidad de ácidos nucleicos recombinantes del aspecto 36 que comprende:35

- una primera construcción que codifica gH que carece de un dominio transmembrana y gL; y

- una segunda construcción que codifica una glicoproteína más de HCMV.

38. La pluralidad de ácidos nucleicos recombinantes del aspecto 37, en la que dicha segunda construcción codifica:

- pUL128, pUL130 y pUL131A; o

- gO.40
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39. La pluralidad de ácidos nucleicos recombinantes del aspecto 36 que comprende:

- una primera molécula de ácido nucleico recombinante que codifica gL;

- una segunda molécula de ácido nucleico recombinante que codifica un fragmento de gH que carece de un 
dominio transmembrana; y

- una o más terceras moléculas de ácido nucleico recombinante que codifican una o más proteínas de HCMV 5
adicionales.

40. La molécula de ácido nucleico recombinante del aspecto 34 o del aspecto 35, o la pluralidad de moléculas de 
ácido nucleico recombinante de uno cualquiera de los aspectos 36-39, en la que:

(a) dicha molécula de ácido nucleico que codifica gH tiene 89 %, 90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 
97 %, 98 % o 99 % de identidad con la secuencia citada en la SEQ ID NO: 24;10

(b) dicha molécula de ácido nucleico que codifica gL tiene 89 %, 90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 
97 %, 98 % o 99 % de identidad con la secuencia citada en la SEQ ID NO: 25;

(c) dicha molécula de ácido nucleico que codifica pUL128 tiene 74 %, 76 %, 78 %, 80 %, 82 %, 84 %, 86 %, 
88 %, 90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 % o 99 % de identidad con la secuencia citada en 
la SEQ ID NO: 26;15

(d) dicha molécula de ácido nucleico que codifica pUL130 tiene 74 %, 76 %, 78 %, 80 %, 82 %, 84 %, 86 %, 
88 %, 90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 % o 99 % de identidad con la secuencia citada en 
la SEQ ID NO: 27; y/o

(e) dicha molécula de ácido nucleico que codifica pUL131A tiene 74 %, 76 %, 78 %, 80 %, 82 %, 84 %, 86 %, 
88 %, 90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 % o 99 % de identidad con la secuencia enumerada 20
en la SEQ ID NO: 28.

41. Una célula que expresa el ácido nucleico recombinante o la pluralidad de ácidos nucleicos recombinantes de 
uno cualquiera de los aspectos 34-40, en la que dicha célula no comprende el genoma completo de HCMV.

42. La célula del aspecto 41, en la que dicha célula está transformada de manera estable con dicho ácido nucleico 
recombinante o pluralidad de ácidos nucleicos recombinantes.25

43. La célula del aspecto 41 o del aspecto 42, en la que dicha célula es una célula de mamífero.

44. Una célula que comprende gH, gL y al menos una glicoproteína de HCMV adicional, en la que dicha célula no:

(a) contiene el genoma de HCMV;

(b) produce viriones de HCMV;

(c) contiene moléculas de ARN autorreplicantes que codifican dicho gH, gL y al menos una glicoproteína de 30
HCMV adicional; y/o

(d) contiene replicones de alfavirus.

45. Un procedimiento para producir un complejo de proteínas de membrana de HCMV aislado o purificado que 
comprende gH, gL y al menos una glicoproteína de HCMV adicional, en el que dicho procedimiento implica el 
crecimiento de células de uno cualquiera de los aspectos 41-44 en medios de cultivo.35

46. El procedimiento del aspecto 45, en el que dicho complejo de proteínas de membrana de HCMV se secreta en 
dicho medio de cultivo.

47. El procedimiento del aspecto 46, en el que dicho complejo de proteínas de membrana de HCMV se acumula 
hasta una concentración de >0,8 mg, >0,85 mg, >0,88 mg, >0,9 mg, >0,95 mg, >1 mg, >1,5 mg, >2 mg, >2,5 mg, 
>3 mg, >3,5 mg, >4 mg, >4,5 mg, >5 mg de complejo por litro de medio de cultivo.40

48. El procedimiento de uno cualquiera de los aspectos 45-47, en el que dicho procedimiento comprende purificar 
dicho complejo de proteínas de membrana de HCMV de dicho medio de cultivo.

49. Un procedimiento para sensibilizar anticuerpos usando el complejo de proteínas de membrana de HCMV del 
aspecto 18 o el aspecto 19.

50. El procedimiento del aspecto 49, en el que dichos anticuerpos son humanos o humanizados.45

51. El procedimiento del aspecto 49 o 50, en el que dichos anticuerpos son anticuerpos neutralizantes.
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52. Un anticuerpo producido por el procedimiento de uno cualquiera de los aspectos 49-51.

53. Un anticuerpo producido por el procedimiento de uno cualquiera de los aspectos 49-52, en el que dicho 
anticuerpo se une con los complejos de proteínas de membrana de HCMV aislados de cualquier aspecto anterior, 
pero no gH, gL, gO, pUL128, pUL130 o pUL131A aisladas.

54. El anticuerpo del aspecto 52 o del aspecto 53, en el que dicho anticuerpo es para su uso en diagnóstico clínico.5

55. El anticuerpo de uno cualquiera de los aspectos 52-54, en el que dicho anticuerpo está marcado directa o 
indirectamente.

56. El anticuerpo de uno cualquiera de los aspectos 52-53, en el que dicho anticuerpo es para su uso en terapia.

58. Un régimen de cebado con ARN y refuerzo con proteína que comprende:

- realizar una o más inmunizaciones de cebado con ARN que codifica uno o más de los componentes de proteína 10
de un complejo de proteínas de membrana de HCMV, en el que dicho complejo de proteínas de membrana de 
HCMV comprende gH, gL y al menos una glicoproteína de HCMV adicional;

- realizar una o más inmunizaciones de refuerzo después con un complejo de proteínas de membrana de HCMV 
purificado, en el que dicho complejo de proteínas de membrana de HCMV purificado comprende gH, gL y al 
menos una glicoproteína de HCMV adicional.15

Breve descripción de los dibujos

La Fig. 1 muestra el mapa del plásmido de la construcción de 7591 pb utilizada para la expresión de gH soluble 
marcada con His en células de mamífero. La secuencia de nucleótidos de esta construcción se proporciona como 
la SEQ ID NO: 23. La construcción comprende un promotor de CMV, un gen que codifica la SEQ ID NO: 4 (la 
proteína gH soluble, que consiste en los restos de aminoácidos 1-715 de la proteína gH de longitud completa) 20
fusionada con una etiqueta de myc-polihistidina, secuencia de señalización de la terminación de poliadenilación 
(bgh-PolyA) de la hormona del crecimiento de bovino (BGH), origen de replicación de fago F1, origen de replicación 
SV40, gen de resistencia a neomicina, promotor subgenómico pUC y un gen de resistencia a la ampicilina.

La Fig. 2 muestra el mapa del plásmido de la construcción de 5156 pb utilizada para la expresión de gL en células 
de mamífero. La secuencia de nucleótidos de esta construcción se proporciona como la SEQ ID NO: 24. La 25
construcción comprende un promotor/potenciador de CMV que contiene el intrón A, un gen que codifica la SEQ ID 
NO: 7 (gL), secuencia de señalización de la terminación de poliadenilación (bgh-PolyA) de la hormona del 
crecimiento de bovino (BGH), un gen de resistencia a la kanamicina y el origen de replicación ColE1.

La Fig. 3 muestra el mapa del plásmido de la construcción de 4835 pb utilizada para la expresión de UL128 en 
células de mamífero. La secuencia de nucleótidos de esta construcción se proporciona como la SEQ ID NO: 25. 30
La construcción comprende un promotor/potenciador de CMV que contiene el intrón A, el gen de UL128, secuencia 
de señalización de la terminación de poliadenilación (bgh-PolyA) de la hormona del crecimiento de bovino (BGH), 
un gen de resistencia a la kanamicina y el origen de replicación ColE1.

La Fig. 4 muestra el mapa del plásmido de la construcción de 4964 pb utilizada para la expresión de UL130 en 
células de mamífero. La secuencia de nucleótidos de esta construcción se proporciona como la SEQ ID NO: 26. 35
La construcción comprende un promotor/potenciador de CMV que contiene el intrón A, el gen de UL130, secuencia 
de señalización de la terminación de poliadenilación (bgh-PolyA) de la hormona del crecimiento de bovino (BGH), 
un gen de resistencia a la kanamicina y el origen de replicación ColE1.

La Fig. 5 muestra el mapa del plásmido de la construcción de 4709 pb utilizada para la expresión de UL131A en 
células de mamífero. La secuencia de nucleótidos de esta construcción se proporciona como la SEQ ID NO: 27. 40
La construcción comprende un promotor/potenciador de CMV que contiene el intrón A, el gen de UL131A, 
secuencia de señalización de la terminación de poliadenilación (bgh-PolyA) de la hormona del crecimiento de 
bovino (BGH), un gen de resistencia a la kanamicina y el origen de replicación ColE1.

En la FIG. 6, las hileras A-C corresponden a un SDS-PAGE teñido con plata, mientras que las hileras E-K 
corresponden a análisis por transferencia Western. En las hileras E-G, verde = Anti-APPtag (gH) y rojo = Anti-gL, 45
mientras que en las hileras H-K, rojo = anti-6His (gO). La escalera se muestra en las hileras A, E y H. Las hileras 
B, F e I corresponden a muestras que se han calentado poco tiempo a casi ebullición en presencia de ditiotreitol 
(DTT), mientras que las hileras C, G y K corresponden a muestras que no se han sometido al calor o DTT.

La Fig. 7 muestra un cromatograma de exclusión molecular. Las cinco proteínas se eluyeron como un solo pico, 
demostrando de esta forma la presencia de un complejo pentamérico intacto.50

La Fig. 8 muestra el análisis por SDS-PAGE y transferencia Western.

La Fig. 9 muestra una comparación entre los títulos neutralizantes estimulados mediante gH/gL bien solos o 
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formulados con MF59 versus los estimulados por el complejo pentamérico, tanto solo como formulado con MF59. 
El complejo pentamérico purificado formulado con MF59 suscitó mayores títulos neutralizantes que la proteína no 
formulada.

La Fig. 10 muestra los títulos neutralizantes estimulados por el complejo pentamérico en solitario (A) y el complejo 
pentamérico formulado con MF59 (B), oxihidróxido de aluminio (C) e hidróxido de aluminio en el que se ha 5
adsorbido el agonista de TLR7 (D).

La Fig. 11 es una gráfica que muestra el ARN autoamplificante y la subunidad, solos o en combinación, que 
suscitan mayores títulos neutralizantes. En particular, se muestran los títulos neutralizantes estimulados por: el 
ARN autoamplificante (ARN autorreplicante, encapsulado en los LNP) que codifica el complejo pentamérico del 
HCMV, subunidad pentamérica adyuvantada con MF59; diferentes secuencias de ARN autoamplificante seguidas 10
de la subunidad en MF59; o una combinación de ARN autoamplificante y subunidad. El ARN autoamplificante y la 
subunidad fueron 1 µg, la dosis mixta fue 1 + 1 µg. Ensayo de neutralización: infección por VR1814 de células 
ARPE-19 en presencia del complemento.

La Fig. 12 son gráficos que muestran las respuestas de los linfocitos T CD4+ (en términos de % neto de linfocitos 
T CD4+, y el % de ThO, Th1 y Th2 CD4) a las vacunaciones que usan gH/gL purificado y unidades pentaméricas 15
en (A) 3wp3 (día 64) y (B) 4wp3 (día 71).

La Fig. 13 son gráficos que muestran las respuestas de los linfocitos T CD4+ ((en términos de % neto de linfocitos 
T CD4+) a las vacunaciones que usan el complejo pentamérico purificado en (A) 3wp3 (día 64) y (B) 4wp3 (día 
71).

La Fig. 14 son gráficos que muestran las respuestas de los linfocitos T CD8+ ((en términos de % neto de linfocitos 20
T CD8+) a las vacunaciones que usan el complejo pentamérico purificado en (A) 3wp3 (día 64) y (B) 4wp3 (día 
71).

La Fig. 15 son gráficos que muestran las respuestas de los linfocitos T CD8+ ((en términos de % neto de linfocitos 
T CD8+) a las vacunaciones que usan la combinación de péptido gH 2 en (A) 3wp3 (día 64) y (B) 4wp3 (día 71).

Ejemplos25

Ejemplo 1 - Inmunogenicidad de replicones que expresan el complejo pentamérico (ejemplo antecedente)

En el documento WO 2012/051211, se formuló un vector replicón de alfavirus que expresa las cinco proteínas del 
complejo pentamérico (gH, gL, pUL128, pUL130 y d pUL131A) de una construcción individual. Los ARN expresados 
por dicho vector bien se empaquetaron en VRP se formularon para vacunación de ARN bien complejando los 
replicones con CNE o encapsulando los replicones en LNP. Las VRP y los ARN formulados se usaron para inmunizar 30
ratones BALB/c en intervalos de tres semanas. Los sueros de los ratones inmunizados se usaron en ensayos de 
microneutralización para bloquear la infección de las células epiteliales con HCMV TB40 (en ausencia del 
complemento). La cepa TB40 del HCMV es similar a las cepas clínicas e infecta células endoteliales y epiteliales, las 
células diana naturales del HCMV in vivo (17). Los datos de los ensayos de microneutralización demostraron que los 
replicones que expresaban el complejo pentamérico estimularon anticuerpos neutralizantes más potentes que los 35
replicones que expresaban gH/gL. Los datos de microneutralización también pusieron de manifiesto que los 
anticuerpos estimulados por ARN que expresaba el complejo pentamérico eran capaces de neutralizar la infección por 
HCMV en células epiteliales (puesto que se dirigen al complejo pentamérico), pero no en los fibroblastos (en los que 
la infección no requiere el complejo pentamérico), demostrando así que el ARN que expresa el complejo pentamérico 
estimula anticuerpos que se dirigen específicamente al complejo pentamérico intacto en lugar de al dímero gH/gL. 40
Este trabajo demuestra que se pueden estimular anticuerpos contra el complejo pentamérico, y que estos anticuerpos 
son capaces de neutralizar la infección por HCMV.

Ejemplo 2 - Construcciones para la expresión estable del complejo pentamérico en células de mamífero

Se prepararon cinco construcciones de ácidos nucleicos, para permitir la expresión y la purificación del complejo 
pentamérico en células de mamífero. Los intentos anteriores de purificar el complejo pentamérico con construcciones 45
que incluían el gen que codificaba la proteína gH de longitud completa no tuvieron éxito. En un esfuerzo para superar 
este problema, los inventores produjeron construcciones que codificaban solamente el ectodominio de gH (gHecto) 
con una etiqueta myc-(His)6 en el extremo C (SEQ ID NO: 6) en lugar de la secuencia de longitud completa. Las 
siguientes cinco construcciones se utilizaron para producir el complejo pentamérico: una construcción que codifica la 
SEQ ID NO: 6 (Fig. 1 y SEQ ID NO: 23), una construcción que codifica gL de longitud completa (Fig. 2 y SEQ ID NO: 50
24), una construcción que codifica pUL128 de longitud completa (Fig. 3 y SEQ ID NO: 25), una construcción que 
codifica pUL130 de longitud completa (Fig. 4 y SEQ ID NO: 26) y una construcción que codifica pUL131A de longitud 
completa (Fig. 5 y SEQ ID NO: 27).

Ejemplo 3 - Protocolo para la transfección y la expresión de complejos de proteínas en células 293-6E

Materiales:55
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Células 293-6E de mamífero (medio de expresión Gibco FreeStyle 293; Opti-MEM y polietilenimina lineal (PEI), MW 
25.000.

Preparación de las células

Las células 293-6E se mantuvieron en medio de expresión 293 exento de suero. Cuando las células se duplicaban 
cada 24 horas y tenían una viabilidad mayor del 90 %, las células se diluyeron hasta una densidad de 1x106/1 ml de 5
medio.

Transfección

El ADN correspondiente a cada construcción en Opti-MEM usando un volumen de Opti-MEM que es un 2,5 % del 
volumen del cultivo celular a transfectar. Las construcciones de ADN se combinaron en una relación adecuada de tal 
forma que el ADN total era igual a 1 µg/1 ml de volumen de cultivo. Por ejemplo, para la expresión estable del complejo 10
pentamérico usando 1 l de cultivo celular, 200 µg de cada una de las SEQ ID NOs: 23-27 se añadieron a 25 ml de 
Opti-MEM.

La PEI se diluyó en Opti-MEM usando un volumen de Opti-MEM que es un 2,5 % volumen del cultivo celular a 
transfectar. La PEI diluida se incubó durante 5 min a temperatura ambiente con volteo ocasional para mezclar. Se 
usaron 3 µg de PEI por 1 ml de cultivo (por ejemplo, para 1 l de cultivo celular, 3 mg de PEI se diluyeron en 25 ml de 15
Opti-MEM).

La mezcla de ADN se añadió a la mezcla de PEI (de forma que se usaron 1 µg de ADN total + 3 µg de PEI por 1 ml 
de cultivo), se voltearon y se incubaron a temperatura ambiente durante 30 min. La mezcla DNA-PEI se añadió a las 
células agregando gradualmente la mezcla y volteando ocasionalmente las células e forma que la mezcla se añadió 
uniformemente al cultivo. Después, las células se devolvieron inmediatamente a las condiciones de crecimiento 20
originales.

Expresión y cosecha

Tres días después de la transfección, el medio se recogió por centrifugación de las células a 2.000 rpm. A continuación, 
el medio se concentró a aproximadamente 10x y se diafiltró en tampón que contenía NaCl 300 mM, Tris 25 mM, pH 
7,5. Finalmente, el medio dializado se congeló a -80 °C. Se añadió medio nuevo al cultivo y, tres días más tarde, el 25
medio se recogió y se concentró/diafiltró como anteriormente.

Ejemplo 4 - Protocolo para la purificación de los complejos de HCMV

Materiales:

GE AKTAxpress; cartuchos Qiagen Ni-NTA Superflow, 5 ml; bloque de polipropileno con 96 pocillos de 2 ml con fondo 
en V transparentes; Tampón A (= tampón de unión) (Tris-HCl 50 mM pH 7,5, NaCl 300 mM, imidazol 5 mM; Tampón 30
B (= tampón de elución) (Tris-HCl 50 mM pH 7,5, NaCl 300 mM, imidazol 1 mM; tampón SEC (= para intercambio de 
tampón y cromatografía de exclusión molecular); 2 x 500 ml de solución de NaOH 0,5 M para limpieza del sistema; 
Invitrogen NuPAGE® Novex 4-12 % Bis-Tris Gel 1,0 mm, 12 pocillos; Tampón de muestra NuPAGE® LDS (4X) y 
agente reductor de muestra NuPAGE® (10X).

Procedimientos35

Los tampones se prepararon con soluciones madre exentas de endotoxinas y agua filtrada Milli-Q.

El medio a purificar se descongeló en un baño de agua caliente. Entre tanto, AKTAxpress se limpió con NaOH 0,5 M, 
para eliminar la posible contaminación de endotoxinas, así como proteínas/medio residual y, a continuación, se 
enjuagó con agua filtrada Milli-Q exenta de endotoxinas.

El cartucho de Ni-NTA superflow se conectó al sistema AKTAxpress, y el agua y los tampones A y B se colocaron en 40
su sitio. A continuación se inició el programa "Ni-NTA prep" para purgar el sistema con los tampones, lavar el etanol 
de la columna, y pasar tampón A por la columna para equilibrarla.

La fracción para los 96 pocillos se preparó introduciendo 3,5 µl de solución de EDTA 500 mM en cada pocillo. La 
muestra de carga también se preparó inmediatamente antes de la carga. Tras la descongelación del medio, se añadió 
1/500 volumen de la solución madre de imidazol 2,5 M, y se mezcló suavemente. La muestra de carga también se 45
colocó en su sitio.

Después comenzó el programa de purificación. Este programa realizó las siguientes etapas: muestra cargada en la 
columna; eliminación por lavado de los compuestos no unidos con tampón A hasta que la línea base se asienta; 
eliminación por lavado de los compuestos no unidos específicamente con 15 volúmenes de columna con tampón B al 
2,5 % (= imidazol 30 mM); elución del complejo de proteína HCMV con 10 volúmenes de columna de tampón B al 50
25 % B (= imidazol 254 mM); y finalmente, lavado de la columna con 5 volúmenes de columna de tampón B al 100 % 
B (= imidazol 1 M). La velocidad de carga de muestra fue 2,5 ml/min, mientras que las velocidades de lavado y elución 
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fueron de 5 ml/min. Se recogieron el flujo pistón en su conjunto y 1,75 ml de cada una de las fracciones del lavado y 
la elución.

Seis o siete fracciones del pico de elución con imidazol 250 mM se seleccionaron para su análisis mediante SDS-
PAGE. Las cuatro o cinco fracciones que tenían la mayor cantidad de proteína según el gel SDS-PAGE se combinaron 
entre sí y se dializaron contra 2 l de tampón SEC durante 1 h a TA, dos veces. El dializado se recuperó y se midió la 5
concentración por el procedimiento BCA. La presencia de todos los componentes del complejo en la combinación de 
proteína purificada se confirmó mediante transferencia Western.

Para aumentar la pureza de algunas muestras, se realizó la cromatografía de exclusión molecular (SEC). En una 
Superdex 200 10/300 GL (GE Healthcare, 17-5175-01) equilibrada con tampón SEC con más de dos volúmenes de 
columna. La combinación dializada se cargó en un volumen de columna y el tampón se pasó por la columna y se 10
recogieron las fracciones de 1 ml. Se realizó el SDS-PAGE para determinar qué fracciones combinar y conservar.

Ejemplo 5 - Expresión, purificación y caracterización del complejo trimérico gH/gL/gO

Se produjeron las siguientes tres construcciones: ectodominio gH con etiqueta APP en el extremo C, gL de longitud 
completa y gO de longitud completa con una etiqueta (His)6 tag en el extremo C. Estas tres construcciones se 
expresaron simultáneamente en células HEK 293 de acuerdo con el procedimiento descrito en el Ejemplo 3. Se llevó 15
a cabo el procedimiento de purificación del Ejemplo 4, que implica cromatografía de afinidad con Ni2+.

Las muestras purificadas se sometieron después a SDS-PAGE, seguido de análisis por transferencia Western usando 
anticuerpos anti-APPtag (gH), anti-gL y anti-6His (gO). Estos tres anticuerpos se unieron a diferentes proteínas en 
condiciones reductoras (+calor, +DTT), pero todo unido a un único complejo en condiciones no reductoras (-calor, -
DTT). Estos resultados demuestran la correcta purificación de gH/gL/gO como un complejo trimérico. 20
Aproximadamente 0,5 mg/l de medio del complejo se purificaron de las células HEK 293. SEC aumentó la pureza del 
complejo gH/gL/gO.

Ejemplo 6 - Expresión y purificación del complejo pentamérico

Las células HEK293 se transfectaron con las cinco construcciones descritas en el Ejemplo 2 de acuerdo con el 
procedimiento descrito en el Ejemplo 3, los medios se recogieron 3 y 6 días después la transfección, y la proteína 25
expresada se purificó mediante cromatografía Ni-NTA de acuerdo con el procedimiento del Ejemplo 4.

Un pico único en el cromatograma de exclusión molecular del complejo pentamérico purificado (Fig. 7) indicó que se 
había purificado correctamente un complejo monomérico intacto. Para evaluar si los cinco miembros del complejo 
pentamérico: gHecto-His, gL, pUL128, pUL130 y pUL131A estaban presentes dentro del complejo purificado, se 
realizaron los análisis por SDS-PAGE y transferencia Western.30

Ejemplo 7 -Transferencia Western del complejo pentamérico de HCMV

Materiales:

Célula de trans electroforética BioRad Trans-Blot SD Semi-Dry; Membranas de nitrocelulosa de Invitrogen, poros de 
0,2 µm; Tampón de transferencia NuPAGE® (20X); Metanol; Tampón de bloqueo Odyssey® Blocking Buffer; DPBS; 
10x PBS; Anticuerpos primarios: de ratón dirigido contra la etiqueta His, de conejo dirigido contra gL 27-46, de ratón 35
dirigido contra pUL128 4B10, de ratón dirigido contra UL130 3E3, y de conejo dirigido contra UL131A 90-136; 
anticuerpos secundarios: IRDye 800CW de cabra dirigido contra IgG de conejo (H + L), IRDye 680LT de cabra dirigido 
contra IgG de ratón (H + L).

Procedimientos

Se usaron tres conjuntos de anticuerpos, uno para la detección de gHecto-His/gL, uno para la detección de 40
pUL128/pUL131A, y uno para la detección de pUL130.

9 µl de la proteína se mezclaron con 3 µl de mezcla de tampón de muestra LDS/agente reductor (9:1) y se ebulló a 
100 °C durante 3 minutos. Las muestras hervidas se cargaron en los pocillos y se pasaron a 200 V durante 35 minutos. 
Después, la proteína se transfirió a membranas de nitrocelulosa de 0,2 µm usando la célula de transferencia 
electroforética Trans-Blot SD Semi-Dry a 20 V durante 35 minutos. La membrana se bloqueó con tampón de bloqueo 45
a temperatura ambiente durante 30 minutos. Las membranas se incubaron con las soluciones del anticuerpo primario 
a TA durante 1 h. Las soluciones de anticuerpo primario consisten en: (A) dilución 1:10000 de anti-etiqueta His y 
dilución 1:5000 de anti-gL, (B) dilución 1:500 de anti-pUL128 y dilución 1:1000 de anti-UL131A, y (C) dilución 1:500 
de anti-UL130, todo diluido en una mezcla 1:1 del tampón de bloqueo y DPBS. Las membranas se enjuagaron tres 
veces. con PBS + Tween al 0,1 % a TA, y después se incubaron con las soluciones de anticuerpo secundario a TA 50
durante 1 h. Para las membranas (A) y (B), se usó una dilución 1:25000 de cada uno de los anticuerpos dirigidos 
contra IgG de ratón y conejo en una mezcla 1:1 con el tampón de bloqueo y DPBS. Para la membrana (C), se usó la 
dilución 1:25000 de anticuerpos dirigidos contra IgG de ratón solamente. Las membranas se enjuagaron tres veces. 
con PBS + Tween al 0,1 % a TA, y después se enjuagaron con DPBS una vez a TA. La membrana se exploró con el 
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sistema de obtención de imágenes infrarrojas Odyssey (Li-Cor 9201) y se analizaron usando el programa informático 
Odyssey versión 2.1.12.

Los cinco miembros del complejo pentamérico: gHecto-His, gL, pUL128, pUL130 y pUL131A estaban presentes dentro 
del complejo purificado, se identificaron mediante análisis por SDS-PAGE y transferencia Western (Fig. 8), 
confirmando de esta forma la purificación correcta del complejo pentamérico.5

gHecto-His, gL y pUL128 migran conjuntamente en un gel SDS Bis-tris sin calor ni DTT, pero la asociación de pUL128 
y gH/gL desapareció completamente en presencia de DTT (no se muestran los datos), lo que demuestra que pUL128 
se asocia con gH/gL mediante un puente disulfuro. pUL130/pUL131A no migra conjuntamente con gH/gL/pUL128, lo 
que indica que se ha incorporado al complejo pentamérico con enlaces no covalentes.

La banda más dominante de los geles estaba cerca de la posición del complejo gH/gL en condiciones no reductoras 10
no de ebullición, y se cree que corresponden al complejo pentamérico de HCMV. Se estimó que la pureza era del 
90 %, en masa. Con la purificación con SEC, la pureza aumentó a casi el 100 %. Aproximadamente 0,6 mg de 
complejo pentamérico por litro de medio se pudo purificar mediante purificación con Ni-NTA.

Ejemplo 8 - El complejo pentamérico recombinante se une a anticuerpos neutralizantes dependientes de la 
conformación15

Un panel de anticuerpos neutralizantes humanos (HumAb) se aislaron de linfocitos B de memoria de individuos 
seropositivos. Se realizó un ELISA directo en el que la proteína del complejo pentamérico se inmovilizó sobre una 
placa y se agregaron los anticuerpos neutralizantes en una dilución en serie de 10 veces. Los resultados de este 
ELISA se muestran en la Tabla 1. El HumAb se unió a varias proteínas UL y a gH/gL/pUL128/pUL130, lo que confirmó 
la correcta conformación de las formas del complejo pentamérico. La unión de HumAb contra gH sugiere que estos 20
epítopos están expuestos sobre el complejo recombinante.
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Ejemplo 9 - El complejo pentamérico estimula títulos neutralizantes más altos que gH/gL

0,1/1 µg de gH/gL purificado y 0,16 µg/1,6 µg de proteína del complejo pentamérico se formularon con o sin MF59 y 
se usaron en la inmunización de ratones. El título neutralizante de 3wp3 mostró un aumento de aproximadamente 4 
veces para el complejo pentamérico en comparación con gH/gL (que a su vez estimula mayores títulos neutralizantes 
en comparación con gB) (Fig. 9). El complejo pentamérico purificado formulado con MF59 suscitó mayores títulos 5
neutralizantes que la proteína no formulada (Fig. 9). La formulación del complejo pentamérico con hidróxido de 
aluminio en el que está adsorbido el agonista de TLR7 estimula títulos neutralizantes aún mayores que las 
formulaciones con oxihidróxido de aluminio y/o MF59 (Fig. 10).

Ejemplo 10 - Producción de anticuerpos monoclonales usando gH/gL/gO purificado como antígeno

El complejo gH/gL/gO purificado se diluyó a 0,4 mg/ml en NaCl 150 mM, Tris 25 mM, (pH 7,5), EDTA 1 mM y se 10
congeló. El complejo gH/gL/gO se descongeló el día de la vacunación y se añadieron 438 µl de adyuvante al complejo 
gH/gL/gO descongelado y se mezcló bien por inversión de los tubos al menos 10 veces. La composición resultante se 
usó en el plazo de 1 hora tras el mezclado.

Dos grupos de tres ratones BALB/c hembra de 6-8 semanas de edad se inmunizaron con una composición que 
comprendía 50 µg de gH/gL/gO purificado y adyuvante MF59. Cada ratón se inmunizó con 125 µl en cada músculo 15
cuadríceps (es decir, cada ratón recibió 250 µl) y se extrajo sangre de su seno orbital.

Para cada grupo de tres ratones, el programa de inmunización se resume en la Tabla 2 siguiente:

Tabla 2

Semanas 0 0 3 5 6 8

Procedimie
nto

Extracci
ón 0

Inmunización 1 Inmunización 2
Extracci
ón 2

Inmunización 3
Extracci
ón 3

Para purificar los anticuerpos monoclonales contra gH/gL/gO, se usó el antígeno de gH/gL/gO para el cribado primario 
con ELISA y después los clones positivos para el cribado primario se cribaron adicionalmente usando el antígeno 20
gH/gL.

Se puede utilizar un procedimiento similar para producir anticuerpos monoclonales usando el complejo pentamérico 
purificado como antígeno.

Ejemplo 11: Una vacuna SAM™ de cebado, refuerzo de proteína y administración simultánea de ARN y 
subunidad usando el antígeno pentamérico de HCMV25

Los ratones se inmunizaron tres veces, con una separación de tres semanas, con una vacuna SAM, que es un ARN 
autorreplicante como se describe en el presente documento, que codifica el complejo pentamérico de HCMV, 
subunidad pentamérica adyuvantada con MF59 purificada, diferentes secuencias de la vacuna SAM seguidas por la 
subunidad en MF59, o una combinación de los dos (Tabla 3). La vacuna SAM estaba encapsulada en LNP sintético 
para administración no vírica. Un grupo de ratones del control no recibieron ninguna vacuna.30

Tabla 3

Grupo N.º 
ratones

N.º dosis Antígeno Formulación Dosis

1 4 - 3 - 1

2 8 3 Vacuna SAM que codifica el complejo 
pentamérico (vacuna Penta SAM)

Nanopartícula 
lipídica (LNP)

1 microgramo

3 8 3 Complejo pentamérico purificado 
(subunidad Penta)

MF59 1 microgramo

4 8 3 1ª vacuna Penta SAM 2ª y 3ª 
subunidad Penta

LNP MF59 1 microgramo

5 8 3 1ª y 2ª vacuna Penta SAM 3ª 
subunidad Penta

LNP MF59 1 microgramo

6 8 3 Penta SAM + subunidad Penta 
(mezcla)

LNP 1 microgramo + 1 
microgramo
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Se recogieron los sueros tres semanas después de cada inmunización y se usaron para determinar por ELISA los 
títulos de anticuerpo unido, usando el mismo antígeno purificado en el ensayo que en la vacuna de subunidad. Los 
sueros también se usaron en el ensayo de microneutralización de HCMV usando la infección con TB40 o VR1814 de 
células epiteliales ARPE-19. Tres o cuatro semanas después de la tercera la inmunización, se extrajeron los bazos de 
los ratones sacrificados. Los esplenocitos se estimularon in vitro con proteína purificada o una combinación de péptidos 5
de 15-mer (solapantes en 11 aminoácidos) correspondientes a la mitad del extremo C de la proteína gH, se tiñó para 
determinar la expresión de citoquinas, y se analizaron mediante citometría de flujo.

La vacuna SAM y la subunidad/MF59 en solitario estimularon potentes respuestas de anticuerpos neutralizantes 
después de tres dosis (Figura 11). La subunidad pentamérica de MF59 no respondió tan bien como la vacuna 
pentamérica SAM a la primera y segunda dosis de la vacuna, pro los títulos estimulados por la subunidad/MF59 10
sobrepasaron los títulos estimuladas por la vacuna SAM después de la tercera dosis. Un cebado de vacuna SAM 
seguido por una sola dosis de subunidad/MF59 estimuló respuestas neutralizantes más intensas que dos dosis de la 
subunidad/MF59, pero fue igual a SAM en solitario. Un segundo refuerzo con la subunidad/MF59 administrado a dichos 
animales estimuló respuestas neutralizantes hasta un nivel que superaba el observado después de tres dosis de 
vacuna de subunidad/MF59 o SAM. Dos dosis de vacuna SAM seguido de una sola dosis de la subunidad/MF59 no 15
parecieron beneficiar las respuestas neutralizantes, en comparación con cualquiera de la vacuna de subunidad/MF59 
o SAM en solitario. La mezcla de la vacuna SAM con la subunidad, sin MF59, estimuló una respuesta intensa tras la 
primera dosis, similar al ARN en solitario, y estimuló títulos neutralizantes más intensos después de dos y tres dosis.

Se analizaron las respuestas de los linfocitos T CD4+ a las vacunaciones usando gH/gL purificado y subunidades 
pentaméricas. El cebado con vacuna SAM y refuerzo de proteína y la mezcla de vacuna SAM + subunidad estimularon 20
más los linfocitos T CD4+ en respuesta a la reestimulación con gH/gL que la vacuna SAM o la subunidad/MF59 en 
solitario (Figura 12). Las respuestas de CD4+ al ARN en solitario fueron insignificantes, mientras que las respuestas 
a la subunidad/MF59 en solitario fueron del fenotipo Th2/Th0. El fenotipo de las células sensibles procedentes de los 
ratones inmunizados con combinaciones de vacuna SAM y subunidad fueron principalmente Th1/Th0. Se observaron 
tendencias similares cuando se volvieron a estimular las células con el complejo pentamérico purificado, aunque las 25
respuestas fueron generalmente más intensas (Figura 13).

Las respuestas de los linfocitos T CD8+ a las vacunaciones usando la subunidad pentamérica purificada o cuna 
combinación de péptidos con gH también se analizaron. Las únicas respuestas de CD8 significativas se observaron 
al volver a estimular con subunidad pentamérica fue que, en los ratones inmunizados con dos dosis de la vacuna SAM 
seguido por una dosis de la subunidad/MF59 (Figura 14). Las células de estos animales también mostraron las 30
respuestas más intensas cuando se volvieron a estimular con péptidos gH (Figura 15). Los ratones inmunizados con 
la vacuna SAM + subunidad, con una dosis de la vacuna SAM seguido de dos dosis de subunidad/MF59, o con la 
vacuna SAM en solitario, también mostraron respuestas significativas a la reestimulación (Figura 15).

Conclusiones: Una dosis de la vacuna SAM seguido de dos dosis de subunidad/MF59, así como de vacuna SAM + 
subunidad, estimularon mayores títulos neutralizantes que la subunidad/MF59 en solitario. La respuesta a la vacuna 35
SAM + subunidad no necesita la adición de adyuvante MF59. El mayor impacto del cebado de vacuna SAM con el 
refuerzo de subunidad/MF59 fue sobre las respuestas inmunitarias celulares. Cualquier combinación que incluya la 
vacuna SAM produjo principalmente una respuesta CD4+ Th1/Th0. Por otra parte, dos inmunizaciones con la vacuna 
SAM seguidas de una inmunización con la subunidad/MF59 produjo las respuestas de CD8+ más intensas. Este 
estudio muestra que un cebado de vacuna SAM con el regimen de refuerzo proteico se puede optimizar para producir 40
una respuesta inmunitaria deseada, es decir, celular o humoral.
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LISTADO DE SECUENCIAS

SEQ ID NO: 1 (gH de la cepa HCMV Merlin = GI:52139248)40

E13736518
30-10-2019ES 2 753 138 T3

 



31

SEQ ID NO: 2 (gH de la cepa HCMV Towne = GI:138314)

SEQ ID NO: 3 (gH de la cepa HCMV AD169 = GI:138313)

5

SEQ ID NO: 4 (proteína gH que consiste en los restos de aminoácidos 1-715 de la SEQ ID NO: 1)

SEQ ID NO: 5 (extensión del extremo C que incluye una etiqueta myc y una etiqueta de polihistidina) 
GTKLGPEQKLISEEDLNSAVDHHHHHH

SEQ ID NO: 6 (proteína gH que comprende las SEQ ID NOs: 4 y 5)10
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SEQ ID NO: 7 (gL de la cepa HCMV Merlin = GI:39842115)

SEQ ID NO: 8 (gL de la cepa HCMV Towne = GI:239909463)

5

SEQ ID NO: 9 (gL de la cepa HCMV AD169 = GI:2506510)

SEQ ID NO: 10 (gO de la cepa HCMV Merlin = GI:39842082)

SEQ ID NO: 11 (gO de la cepa HCMV AD169 = GI:136968)10

SEQ ID NO: 12 (gO de la cepa HCMV Towne = GI:239909431)
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SEQ ID NO: 13 (pUL128 de la cepa HCMV Merlin = GI:39842124)

SEQ ID NO: 14 (pUL128 de la cepa HCMV Towne = GI:39841882)

5

SEQ ID NO: 15 (pUL128 de la cepa HCMV AD169 = GI:59803078)

SEQ ID NO: 16 (pUL130 de la cepa HCMV Merlin = GI:39842125)

SEQ ID NO: 17 (pUL130 de la cepa HCMV Towne = GI:239909473)10

SEQ ID NO: 18 (pUL131A de la cepa HCMV Merlin = GI:39842126)

SEQ ID NO: 19 (pUL131A de la cepa HCMV Towne = GI:239909474)

15

SEQ ID NO: 20 (pUL131A de la cepa HCMV AD169 = GI:219879712) 
MRLCRVWLSVCLCAVVLGQCQRETAEKKRLLPSTALLGRVLSRAARPNPLQVCGTARGPHVELPLRCEPRLGQL

SEQ ID NO: 21 (gB de la cepa HCMV Merlin = GI:39842076
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SEQ ID NO: 22 (gB de la cepa HCMV Towne = GI:138193)

SEQ ID NO: 23 (gB de la cepa HCMV AD169 = GI:138192)

5

SEQ ID NO: 24 (una construcción que codifica gH(ecto) fusionada a una etiqueta myc-(His)6 del extremo C)
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SEQ ID NO: 25 (una construcción que codifica gL de longitud completa)
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SEQ ID NO: 26 (una construcción que codifica pUL128 de longitud completa)
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SEQ ID NO: 27 (una construcción que codifica pUL130 de longitud completa)
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SEQ ID NO: 28 (una construcción que codifica pUL131A de longitud completa)
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SEQ ID NO: 29 (proteína gH madura que consiste en los restos de aminoácidos 24-715 de la SEQ ID NO: 1)

SEQ ID NO: 30 (proteína gH madura que comprende las SEQ ID NOs: 29 y 5)

SEQ ID NO: 31 (proteína gL madura que consiste en los restos de aminoácidos 31-278 de la SEQ ID NO: 7)5

SEQ ID NO: 32 (proteína gO madura que consiste en los restos de aminoácidos 31-472 de la SEQ ID NO: 10

SEQ ID NO: 33 (proteína pUL128 madura que consiste en los restos de aminoácidos 28-171 de la SEQ ID NO: 14 
y 15)10

SEQ ID NO: 34 (proteína pUL130 madura que consiste en los restos de aminoácidos 26-214 de la SEQ ID NO: 16)

SEQ ID NO: 35 (proteína pUL131A madura que consiste en los restos de aminoácidos 19-129 de la SEQ ID NO: 
18 y SEQ ID NO: 19)15

SEQ ID NO: 36 (proteína gB madura que consiste en los restos de aminoácidos 23-907 de la SEQ ID NO: 21)
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LISTADO DE SECUENCIAS

<110> NOVARTIS AG

<120> COMPLEJOS DE PROTEÍNAS DE CITOMEGALOVIRUS

<130> PAT054805-WO-PCT5

<140>
<141> 28/06/2013

<150> US 61/668.975
<151> 06/07/2012

<150> US 61/770.25710
<151> 27/02/2013

<160> 36

<170> PatentIn versión 3.5

<210> 1
<211> 74215
<212> PRT
<213> Citomegalovirus humano, cepa Merlin

<400> 1
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<210> 2
<211> 742
<212> PRT
<213> Citomegalovirus humano, cepa Towne5

<400> 2
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<210> 3
<211> 743
<212> PRT
<213> Citomegalovirus humano, cepa AD1695

<400> 3
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<210> 4
<211> 715
<212> PRT
<213> Citomegalovirus humano, cepa Merlin5

<400> 4
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<210> 5
<211> 27
<212> PRT
<213> Secuencia artificial5

<220>
<223> Extensión del extremo C que incluye etiqueta myc y etiqueta his

<400> 5

<210> 610
<211> 742
<212> PRT
<213> Citomegalovirus humano

<400> 6

15
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<210> 7
<211> 278
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<212> PRT
<213> Citomegalovirus humano, cepa Merlin

<400> 7
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<210> 8
<211> 278
<212> PRT
<213> Citomegalovirus humano, cepa Towne5

<400> 8
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<210> 9
<211> 278
<212> PRT
<213> Citomegalovirus humano, cepa AD1695

<400> 9
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<210> 10
<211> 472
<212> PRT
<213> Citomegalovirus humano, cepa Merlin5

<400> 10
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<210> 11
<211> 466
<212> PRT
<213> Citomegalovirus humano, cepa AD1695

<400> 11
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<210> 12
<211> 457
<212> PRT
<213> Citomegalovirus humano, cepa Towne5

<400> 12
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<210> 13
<211> 130
<212> PRT
<213> Citomegalovirus humano, cepa Merlin5

<400> 13
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<210> 14
<211> 171
<212> PRT
<213> Citomegalovirus humano, cepa Towne5

<400> 14
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<210> 15
<211> 171
<212> PRT
<213> Citomegalovirus humano, cepa AD1965

<400> 15

<210> 16
<211> 214
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<212> PRT
<213> Citomegalovirus humano, cepa Merlin

<400> 16

<210> 175
<211> 229
<212> PRT
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<213> Citomegalovirus humano, cepa Towne

<400> 17
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<210> 18
<211> 129
<212> PRT
<213> Citomegalovirus humano; cepa Merlin

<400> 185

<210> 19
<211> 129
<212> PRT
<213> Citomegalovirus humano, cepa Towne10

<400> 19
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<210> 20
<211> 74
<212> PRT
<213> Citomegalovirus humano, cepa AD1695

<400> 20

<210> 21
<211> 907
<212> PRT10
<213> Citomegalovirus humano; cepa Merlin

<400> 21
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<210> 22
<211> 907
<212> PRT
<213> Citomegalovirus humano, cepa Towne5

<400> 22
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<210> 23
<211> 906
<212> PRT
<213> Citomegalovirus humano, cepa AD1695

<400> 23
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<210> 24
<211> 7585
<212> ADN
<213> Secuencia artificial5

<220>
<223> Ectodominio de gH de HCMV fusionado a la etiqueta myc-(his)6 del extremo C

<400> 24
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<210> 25
<211> 5156
<212> ADN
<213> Citomegalovirus humano5

<400> 25
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<210> 26
<211> 4835
<212> ADN
<213> Citomegalovirus humano5

<400> 26
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<210> 27
<211> 4964
<212> ADN
<213> Citomegalovirus humano5

<400> 27
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<210> 28
<211> 4709
<212> ADN
<213> Citomegalovirus humano5

<400> 28
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<210> 29
<211> 692
<212> PRT
<213> Citomegalovirus humano5

<400> 29
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<210> 30
<211> 719
<212> PRT
<213> Citomegalovirus humano5

<400> 30
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<210> 31
<211> 248
<212> PRT
<213> Citomegalovirus humano

<400> 315
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<210> 32
<211> 442
<212> PRT
<213> Citomegalovirus humano5

<400> 32
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<210> 33
<211> 144
<212> PRT
<213> Citomegalovirus humano

<400> 335

<210> 34
<211> 189
<212> PRT
<213> Citomegalovirus humano10

<400> 34
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<210> 35
<211> 111
<212> PRT
<213> Citomegalovirus humano5

<400> 35
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<210> 36
<211> 884
<212> PRT
<213> Citomegalovirus humano5

<400> 36
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REIVINDICACIONES

1. Un complejo pentamérico de citomegalovirus humano (HCMV) aislado que comprende: gH de HCMV, gL de HCMV, 
pUL128 de HCMV, pUL130 de HCMV, y pUL131A de HCMV, en el que dicha gH carece de un dominio transmembrana.

2. El complejo pentamérico aislado de la reivindicación 1, en el que dicha gH comprende el ectodominio de la gH de 
longitud completa codificada por el gen UL 75.5

3. El complejo pentamérico aislado de la reivindicación 1 o 2, en el que (i) dicha gH comprende una secuencia que es 
al menos un 80 % idéntica a una cualquiera de las SEQ ID NOs: 4, 6, 29 y 30; (ii) dicha gL comprende una secuencia 
que es al menos un 80 % idéntica a una cualquiera de las SEQ ID NOs: 7 y 31; (iii) dicha pUL128 comprende una 
secuencia que es al menos un 80 % idéntica a una cualquiera de las SEQ ID NOs: 15 y 33; (iv) dicha pUL130 
comprende una secuencia que es al menos un 80 % idéntica a una cualquiera de las SEQ ID NOs: 16, 17, y 34; y/o 10
(v) dicha pUL131A comprende una secuencia que es al menos un 80 % idéntica a una cualquiera de las SEQ ID NOs: 
18 y 35.

4. El complejo pentamérico aislado de una cualquiera de las reivindicaciones 1-3, en el que (i) dicha gH comprende 
una secuencia seleccionada del grupo que consiste en las SEQ ID NOs: 4, 6, 29 y 30; (ii) dicha gL comprende una 
secuencia seleccionada del grupo que consiste en las SEQ ID NOs: 7 y 31; (iii) dicha pUL128 comprende una 15
secuencia seleccionada del grupo que consiste en las SEQ ID NOs: 15 y 33; (iv) dicha pUL130 comprende una 
secuencia seleccionada del grupo que consiste en las SEQ ID NOs: 16, 17, y 34; y/o (v) dicha pUL131A comprende 
una secuencia seleccionada del grupo que consiste en las SEQ ID NOs: 18 y 35.

5. Una composición inmunógena que comprende el complejo pentamérico aislado de una cualquiera de las 
reivindicaciones 1-4.20

6. La composición inmunógena de la reivindicación 5, que comprende adicionalmente un adyuvante.

7. La composición inmunógena de la reivindicación 6, en la que dicho adyuvante es una emulsión de aceite en agua 
o una sal de aluminio.

8. Un procedimiento para producir el complejo pentamérico de HCMV aislado de una cualquiera de las reivindicaciones 
1-4, comprendiendo dicho procedimiento (i) hacer crecer las células que expresan gH que carece del dominio 25
transmembrana, gL, pUL128, pUL130, y pUL131A en un medio de crecimiento; y (ii) purificar dicho complejo 
pentamérico de HCMV.

9. El procedimiento de la reivindicación 8, en el que el complejo pentamérico de HCMV aislado se purifica con una 
pureza de > 90 % en masa.

10. La composición inmunógena de una cualquiera de las reivindicaciones 5 a 7, para su uso en el tratamiento de una 30
infección por HCMV.

11. La composición inmunógena de la reivindicación 5 o 7, para su uso en la estimulación de anticuerpos en un 
mamífero.
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